T.C.
SELCUK UNIVERSITESI

SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
VIROLOJI (VET) ANABILIM DALI
SABE PROJE NO:96/049

GEBE SIGIRLARDA VE BUNLARIN BUZAGILARINDA
PERSISTE BOVINE VIRAL DIARRHEA VIRUS (BVDYV)
ENFEKSIYONUNUN IMMUNFLORESANS VE
IMMUNPEROKSIDAZ TESTLERI iLE ARASTIRILMASI

DOKTORA TEZi

Orhan YAPKIC

DANISMAN

Dog. Dr. Sibel YAVRU

, 7
0i5d
KONYA-1999

Tﬁ% YOKSEKOGRET KUiuLy
KOMANKASYON MERKrz;




SBE Form No: 24
T.C.

_SELCUK UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLER ENSTITUSU

DOKTORA TEZ SAVUNMA SINAV TUTANAGI

Ogrencinin Adi Soyad: Orhan YAPKIG

Numarast 93434501
Anabilim/Bilim Dali | viroLosi (VET.)
Fakiiltesi VETERIKER Fakiiltesi

Tarihi 16.04.1999
Swmavin Giinl Cuma

Stiresi Bir saat

KARAR .

D oybirligi [ Salt cogunluk PKabul [ ]Duzeltme [ JRed ()

Selcuk Universitesi Lisansiistii Ogretim ve Smnav Yonetmeligi hitkiimleri uvarinca
yapilan Doktora Tez Savunma Sinavi gergeklestirilmis ve adaym durumu bu tutanakla tespit
edilmistir. )

ProfDr. i Prof.Dr. Hidaverdi ERER v Sibel YAVRU |

Uye Oye . Uye
Ogretim Uyesi Ogretim Uyesi Ogretim Uyesi
(Danisman)
Pz%r’?ﬁr/.ﬁib ahim BURGU PTof.Dr. lehmet ATES
~ Uye Uye
Ogretim Uyesi Ogretim Uyesi

Madde 28-b)Jiiri iiveleri sézkonusu tezin kendilerine teslim edildigi tarihten itibaren en geg iki ay iginde
toplamip tezle ilgili kisisel raporlari incelerler. Tezin savunulabilir bulunmas: durumunda 6grenci, 45-90 dakika
siireli olarak sinava alimir. Tez smawvi tez galismasinin sozlii olarak sunulmasi ve bunu izleven soru-cevap
boliimiinden olusur.

¢) Tez snaviun tamamlanmasindan sonra jiri, tez hakkinda salt ¢oZunlukla “Kabul”, “Red” veva
“Diizeltme” karar1 verir. Bu karar, enstitil anabilim dali bagkanlidinca tez smavini izleyen ii¢ giin iginde enstitilye
tutanakla bildirikir. '

d) Tezi reddedilen 6grencinin yiiksekddretim kurumuyla ilisigi kesilir. Tezi hakkinda diizeltme karari

verilen 83renci en geg alti ay iginde gereZini yaparak tezini aym jiiri oniinde yeniden savunur. Bu savunma
sonunda da tezi kabul edilmeyen 63rencinin ytiksektgretim kurumu ile iligigi kesilir.

124




I

ICINDEKILER
LGERIS ..o ceceeteceeeete ettt et aa sttt s st s et e sssa s e e ssestsnsesassesensnsseessns et s st ensstasasssaseas 2
2. LITERATUR BILGH....ooiiiiticcteeeetete ettt ssem s ses s e sen s 3
2. L B Y000 ettt ettt ettt e et et et e s e ae e aaenaeneernean 7
2.2, EPIAemMiYOlOfi..cccerceciianiinieiiiiiiiiiiienttienes e centerceneeetesae e e s s et e sa et s st st sna s s aenes 8
2.3, PAtOGENCZ......ceeiiiiriiiiiitiiit ittt et e e et e e ae e s s aeaanen 11
2.3.1 ncp BVDV ile Enfeksiyonun Patogenezi...........ccoceeevieciininncnccnicencnnineceneniannene 11
2.3.2. Uterus I¢i Enfeksiyonun PatOgeneZi.........cooueveereruierueseeseenecenscescesesenseeseeseessenenes 12
2.3.3. Mukozal Diseasenin PatOgenezi........cccccuveeviinrerenieirecsnenieessesessreessecsseisssesssssnns seves 14
24 KINIK . coeceeeeeieceeeeee et ete et s st et e e s r et e et aeseenesan e sessaansesssaessesseaseesanensenneseas 15
2.4.1. Virulent noncytopathojen BVDV KInigi......cccccevrveninineccenninnnnenintneeseeseecenenns 17
2.5 TOGHIS. ceteeteeeiecieceee ettt ettt et ce et ettt e st et et s s e e e b et e aaentennennnenseens 17
2.5. 1. DArEKE teGIIS. ... eveeereenieeteeintiecetcctintccee et cre et et e et et e s e aa e st e aasnaen eae 18
2.5.2. INAITEKt tESNIS «..vovrerueeeireeiieeeiectriesrencemseecanes st essssssssssesastesessseesenestensssensssensassenens 19
2.6, IMIUNOLOJ.u e ververerereenrereirsetereteseseesesesesesesssssssnesassssesstessseaesensesssesssssasseassesssesenens 20
3 MATERYAL VE METOT....coiriienesrcnreerenteteteetstesesstessesesssesssasesasssssssssssensenes 23
3.1, VTUS. cotieetesteeitentneeneseeseseessaeseseeseassasntsssesteseeseesseseantontesnentessensastesssassessessessessessensassensen 23
3.2.Hilcre KUIUIT.... oottt ensbeasaess ovees 23
3.3, KOMJUGALIAT........ociieecreeiieceeeret e rtee et et ettt et esne st e st aavasssesaenesanneansesasssessesssenses 23
3.4. DANA SEIUMUL..ueicieeiieiiereeeeeirere e ieeeteeeteeeteeareeasteeueesaeeeasaeenseeesaesaseesasaensassnsasnsessnsenans 23
3.5. Virus 1zolasyon Materyalleri ......co.cueuerrmrorsereieseereieestesaesesssessssssssssesssssmsssesssssessnss 24
3.6. Serum NUMUNEIETL. ....cecuiiieiieirteeiieteet et terteeaesseeetesstasatasscessesssessaesssssssssasnssssrans 24
3.7. Viruslarin Uretilmesie.. oo ececrerrerrereeseresensesersensssesaesssessersssessssssesssesssensasssssssseses sssens 24
3.8. Viruslarin THraSyOnU......c.ccoiiviiminiiiimiiiiiiecniiieteseesieessteneesssesssenessassonassosssaene 25
3.9. Hiicre Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi...........ccocveierreninnianeceeniinereeeresssesinessesssessesneessenans 25
3.10. Lokosit Omeklerinden Virus IZolasyonu..........ccocvueeeeereeereieneeeecsienecreesneesseeessnenes 26
3.11. Konjugatlarin Titrelerinin Hesaplanmasi.......cccccecviceencrninerirentensercreiieenieenresnseneneeesnes 27
3.12. Direkt Iimmunfloresans (DIF)TESt........oceerereeeerereresrerereensseeeseseseseressesssessssesssesersans 27
3.13. Direkt Immunperoksidaz (DPLA) TeSti.....ccucvueureurenreereemesnenrenensascesssesssssssseassessasns 28
3.14. Serolofik TeStIer......ccoveieircrriiireiieictiente et sne et nesen s ansaessasaesnnas 28
3.14.1. Serum Notralizasyon (SN ) Testi.....cccriuerireriiriiinneerinneneerieeneesrerereneeseesneneesns 28
3.14.2. Pozitif Serumlarin Serum Notralizasyon so (SNsg) Testi vo.eeeeeerrvveiiiennerenercninncnne 29
4. BULGULAR......cereteiesterte et etrerree e aeetente st eeee senessa st esnaesensnsesssasssessasssessesssessssssesseans 30
4.1. Viruslarin Uretilnesi.......occueeeeecuereiereeiieecieeeeete st scae st sasse s sssesenssasnnas o 30
4.2, VIruSlarin TIEESI. . ueeoreeceereeeeriernetretreterteeteseaetre e eeressnessarsessassneassaessessssssnssssssasseens 30
4.3. Konjugatlarin TIreSk.....cocviiiiiiiniiiiiiieien st see e ens 30
4 4. Direkt Iimmunfloresans (DIF) Testi SONUGIArL...........coeueieiieeeeeieeeeeeececeeceeeeeaeeeneaes 30
4.5. Direkt Immunperoksidaz (DPLA) Testi SONUGIATL......cccovevrerrererernerierereesneerennseees 31
4.6. Serum Notralizasyon Testi SONUGIALL ..c..ecerviiiiiiiiiriiieiicinreeee ettt 31
4.7. Pozitif Serumlann Serum Notralizasyon so (SNsg) Testi Sonuglart..........ccceeeeen.ee. 31
5. TARTISMAYVE SONUC .....ccoieerieirtitintereereeectesneesessesesasessessassesssssassasssassessessanse 40
6. OZET ...courverreereererareeneessesseesssseesssessse st e st essse s sese e ss e sesesse e seassnstsesasasssnssanssenees 49
7. SUMMALRY ..ottt eeiertecsesae s eea st e stesaesteseensesessaenassessaeasasasssensessssssensessensansansesssnsenes 50
8. KAYNAKLAR ..ottt et seeerenreieteeestsstessesteetessesnesstessassassessassnenenssensastens 51
9. OZGECMIS ...t eeeeeeeasseesaessersssseesaes s s saassssasssesssssasaetassssassassasassasssessenassases 67
10. TESEKKUR ..o reesessstss e sestsnssssesss st esssssssesassenssnessssessssasssssssasssssssssaces 68

5 VIS EKOCRETIN KURULD
T U MANTASYON MERKEZR



I

RESIM LISTESI
Resim 1. Fétal Dana Bobrek (FDB) hiicre kiiltiiri kontrol (X40)......cccveeeivevcevvciveecnenne. 32

Resim 2. BVDV NADL susunun FDB hiicre kiiltiiriinde 1. glinde meydana getirdigi
CPE (XT00) . ueeuteeeertetreenteteetieeesteteeetestesestesassasssassassassassssssessessessasssssessensosenns 32
Resim 3. BVDV NADL susunun FDB hiicre kiiltiirlinde 3. glinde meydana getirdigi
CPE (KL00)..ceeeeieeetieenteeteintestenreeeaeaterecsssenasstastessesasassassessessassessesssssensesenns 33
Resim 4. Floresan mikroskopta BVDV 0712 susu virus kontrol (X200)........cccoevvervivveneee 35

Resim 5. Immunperoksidaz testinde BVDV 0712 susu virus kontrol (X200)....................34




Tablo 1.

Tablo 2.

Tablo 3.

111

TABLO VE GRAFIK LiSTESI

Omeklenen gebe hayvanlarin ve buzagilarinin serum nétralizasyon testi sonucu
tespit edilen SNsg AeBerleri......covviiiiiiriiiciiiiieetecre e 35
Orneklenen hayvanlardan seropozitif bulunan prekolostral buzagilarin dogum
ani ve ortalama 3 ay igindeki SNsg titreleri....cccoevvreeiivciiinieniicieceecrer e, 36
Dogum Aninda Seropozitif Bulunan Buzagilarin Ortalama 3 ay Igindeki

OrneKIeme ZAmMANIATL.........c.eeveeeeeeeereerereeeeeeesesresseesseseeseesssesesseesesesssesmeessensesseses 36

Tablo 4. Dogum Aninda Seronegatif Bulunan Buzagilarin Ortalama 3 ay Icindeki

OrneKIeme ZAMANIATT «...veveeeereeeeeeresseeesseeessssessesereesessessesessesssssasesrasssssssssesessens 37

Grafik 1. Dogumdan 6nce (Anne 1) ve dogum aninda (Anne 2) 6reklenen gebe ineklerin

SN50 AEBETLETI.cccvirieniiirniiiiiet ettt ettt eeee 38

Grafik 2. Buzagilarin prekolostral (Yavru 1) ve dogumdan sonra ortalama 3 ay iginde

(Yavru 2) orneklenen kan serumlarinin SNso degerleri........cccooervvercnnnnnnne. 39




AGID
BVD
BVDV
°C
CCSC
CFT
cp
CPE
DIFT
dk
DKIDs
DMSO
DPLA
EDTA
ELA
ELISA
EM
FDB
FDS

FITC

v

KISALTMALAR:

Agar Gel Immunodiffuzyon
Bovine Virus Diarrhea

Bovine Virus Diarrhea Virus
Santigrat

Cell Culture Staining Chamber

Complement Fixation Test

: Cytopathogen

Cytopathologic Effect
Direct Immunflourescence Test
Dakika
Doku Kiiltiirii Enfeksiyoz Doz %50
Dimethylsulphoxide
Direct Immunperoxidase Linked Antibody Assay
Ethylendiamine Tetraaceticacide
Earle’s Lactalbumin
Enzyme Linked Immunosorbent Assay
Elektron Mikroskobi
Fotal Dana Bobrek
Fotal Dana Serum
Flourescein Isothiocyanate
Immundiffusion
Immunfloresan

Immunglobulin




IUGR

kb

kD

MDBK

MEM

ml

NADL

ncp

NPLA

PBS

PCR

Pl

PTA

UA

\Y

Intrauterine Growth Retardation
Kilobase

Kilodalton

Logaritma

Mikrolitre

Milimikron

Molar

Mucosal Disease

Madine Darby Bovine Kidney
Minimal Essential Medium

Mililitre

National Animal Disease Laboratory

Noncytopathogen

Nanometre

Neutralisation Peroxidase Linked Antibody Assay

Phosphate Buffered Saline
Polymerase Chain Reaction
Persiste enfeksiyon

Serum Neutralisation

Uranyl Acetate

T.C. YUKSEK OGRETIM b isw iy
BOKUMANTASYON MERKEZE




1. GIRIS

Bovine Viral Diyare Mucosal Disease (BVD-MD) tiim diinyada siirlar arasinda
yavgin bir enfeksiyondur. Sigir yetistiricilifinde olusturdugu ekonomik kayiplarla énemini
ve giincelligini korumaktadir (Radostits ve Littlejohns 1988,Grooms ve ark.1998).

Seronegatif gebe énneler gebelikleri bovunca wvirusu transplasental olarak
fotuslarina aktarabilmektedir. Anne karninda bulunan enfekte olan fGtus, yasina bagh
olarak. va immun sistemi virusa karsi uyarilarak antikor olusturabilmekte ya da immun
sistemi virusa karsi antikor olusturamadigindan virusu yabanci olarak tanimamaktadir.
Bunun sonucunda virusla enfekte olarak dogan buzagilar hayatlan boyunca gevreye virus
sagmakta ve enfeksiyon kaynagi olarak kabul edilmektedirler (Schultz 1973, Duffell ve
Harkness 1985, Baker 1987, Deregt ve Loewen 19935, Thur ve ark. 1997).

Bovine Viral Diyare Virus (BVDV)’undan etkilenen gebe ineklerin fétuslarinda
abort (Thur ve ark. 1997) ve fotal 6liimler (Brownlie ve ark 1998) olusabilecegi gibi fotal
bozukluklarda sekillenebilmektedir. Fotal gelisim bozukluklari arasinda konjenital
anomaliler (Casaro ve ark. 1971, Kahrs ve ark.1980, Roeder ve ark. 1986, Brownlie ve
ark.1998), fotal 6liim ve mumifikasyon (Liess 1990. Moermann ve ark.1994, Weiss ve
ark.1994), persiste enfekte buzagi dogumu (Liess 1985, Moening 1990, Bruschke ve
ark.1998) sayilabilir.

Fotus, gebeligin 120. giiniinden sonra BVDV’u tarafindan enfekte edilmis ise
immun sistemi yanit olusturma yetenegine sahip oldugundan virtisa karsi antikor
sekillendirebilmekte ve seropozitif olarak dogmaktadir (Kendrick 1971, Casaro ve ark.
1971, Brown ve ark. 1979, Liess ve ark.1984).

Seronegatif ineklerin gebeliklerinin erken donemlerinde BVDV’ undan
etkilenmeleri sonucu persiste enfekte dogan buzagillarn BVDV’u ile tekrar gnfekte
olmalan ile 6ldiiriicii Mukozal Disease (MD) sekillenebilmektedir (Brownlie 1990.
Moenning 1990, Liebler —Tenorro ve ark.1997).

Bu aragtirmada, 6zel bir isletmede bulunan gebe ineklerin BVDV’u ile olabilecex
dogal bir enfeksiyonu sonucu, fotusta gelisebilecek fotal lezyonlarla birlikte gebe ineklerin
dogum oncesi ve dogum aninda, prekolostral buzagilarin ve kolostrum almuis buzagilarin
virusa karsi antikor varligl ve virus yoniinden arastirilmalarinin yaninda BVDV’'unu ve
BVD\ 'una karsi gelisen antikor varligini tespit etmek igin uygulanan testlerle persiste
enfeksivonlart belirlemek ve varsa bdyle hayvanlann siirliden uzaklagtinnlmasini tavsive

etmek amaglanmisgtir.
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2. LITERATUR BILGIi

Bovine Viral Diyare Virus (BVDV) enfeksiyonu biitiin diinyada sigir
yetistiriciliginde ekonomik kayiplar olusturan nedenlerden en 6nemlisi olarak kargimiza
¢ikmaktadir. Infertilite, erken embriyonik &limler ve mumifikasyon, abort ve konjenital
anomaliler ve persiste enfekte buzagi dogumlari BVDV’u ile enfeksiyondan sonra
olusabiiecek olgulardir (Moenning 1990, Grooms ve ark. 1998).

BVDV’u ilk kez 1946 yilinda Olafson ve ark. (1946) tarafindan akut enterik ve
klinik semptom olarak ates, istahsizlik, oksiiriik ve diyare ile karakterize ettikleri bir
hastalik etkeni olarak tespit edilmis ve “Bovine Virus Diarrhea” (BVD) olarak
tanimlanmistir. Malmgquist (1968), Childs tarafindan 1946 yilinda Kanada’da tespit edilen
hastaliga “X disease” adi verildigini ifade etmistir. Ramsey ve Chivers (1953), benzer
semptomlar gosteren ama Ozellikle sindirim sisteminde lokalize olan bir hastalik daha
tespit etmisler ve hastalifi “Mucosal Disease’” (MD) olarak tammlanuslardir. Daha sonra
bu iki hastalifin da aym etken tarafindan olusturuldugu anlagilmis ve hastaliga Bovine
Viral Diarrrhea-Mucosal Disease (BVD-MD) adi verilmistir (Malmquist 1968, Horzinek
1990).

Duyarli gebe hayvanlar BVDV’una maruz kaldiklarinda, virusu rahatlikla fotusa
iletirler (Straver ve ark. 1983, Liess 1985, Baker 1987, Moenning 1990). Etkenin fotusa
etkisi hayvanin gebelik donemine bagli olarak degismektedir (Moenning 1990). Fétuslar
BVDV una yaklagik 90-120. giinde immun cevap olusturabilirler. Bu yiizden BVDV’u ile
enfeksivonda fotusun immunolojik durumu ¢ok Onemlidir. F6tal  hayattaki ilk
enfeksivonlar bir ¢ok doku ya da organda persiste enfeksiyonlarin gelismesine ve hayatlan
boyunca enfekte kalan buzagilarin dogumuna liderlik ederler. Bu durum fotusun viral
antijenlere karsi immun cevap olusturamamasindan kaynaklanmaktadir. Fétus immun
cevap olusturamadigindan buzagi dogdugunda virusa kars: antikor tasimaz yani seronegatif
olarak dogar. Persiste enfekte olarak adlandirilan bu buzagilar virusu siirekli olarak etrafa
sagarlar ve siirii iginde hastaligin yayilmasinda etkili olurlar. Bu hayvanlar MD'in
gelismesinde biiytik riske sahiptirler (Schultz 1973, Duffell ve Harknes 1985, Baker 1987.
Brownlie ve ark. 1987, Moenning 1990, Deregt ve Loewen 1995, Thur ve ark.1997).

Schultz (1973), Kahrs ve ark. tarafindan vapilan bir ¢aligmada BVDV’unun yogun
olarak g6zlendigi bir siiriide abort olmus f6tuslar ve emzirmeden 6nce numune alman 14

buzagidan 8 tanesinde virusa karsi notralizan antikor tespit ettiklerini ifade etmistir.




BVDV’u ile enfekte gebe sigirlardaki virusun fotusa gegisiyle olusan fotal
enfeksiyonlar; konjenital anomali (Casaro ve ark.1971, Kahrs ve ark. 1980, Duffell ve
Harknes 1985, Roeder ve ark. 1986, Baker 1987. Brownlie ve ark. 1998), abort (Casaro ve
ark. 1971, Kahrs ve ark. 1980, Duffell ve Harknes 1985, Baker 1987, Moenning 1990.
Thur ve ark.1997, Brownlie ve ark. 1998), fotal mumifikasyon (Baker 1987, Liess 1990.
Moerman ve ark. 1994, Weiss ve ark. 1994, Brownlie ve ark. 1998), persiste enfekte
buzagi dogumu (Liess 1985, Liess 1990, Moenning 1990, Moerman ve ark.1994, Weiss ve
ark. 1994, Bruschke ve ark. 1998), beyin ve g6z lezyonlari (Straver ve ark. 1983.
Hewicker-Trautwein ve Trautwein 1994, Hewicker-Trautwein ve ark. 1995, Hewicker-
Trautwein ve ark. 1995) olarak belirlenmistir.

BVDV’u sigir solunum sistemi hastaliklarinda 6nemli komplikasyonlara neden
olabilmektedir (Baker 1987). Reet ve Adair (1997), geng buzagilarda goriilen yaygin
solunum sistemi enfeksiyonlarinda BVDV’unun sik olarak izole edildigini ifade
etmektedir. BVDV’u immunsupresif etkisine bagh olarak solunum kanalinda enfeksiyor
olusmast i¢in predispoze bir rol iistlenmektedir (Horzinek 1990, Reet ve Adair 1997).
Potgieter (1997), Reggiardo’nun, Texas’taki besi ineklerinin pneumonili akcigerlerinden
stk olarak BVDV’u izole ettigini bildirmistir. BVDV ayn1 zamanda diger solunum sistemt
patojenleriyle de sinerjizm olugturmaktadir (Reet ve Adair 1997). Baker (1987) BVDV'u
ile Pasteurella haemolytica arasinda sinerjik bir etkinin oldugunu ifade etmistir.
BVDV’unun cp biyotipi ile olusan solunum sistemi enfeksiyonlari, ncp 'biyotipi ile
olugandan daha agir seyretmektedir (Baker 1987. Moenning 1990, Potgieter 1997).

Tiirkiye’de BVD-MD enfeksiyonunun varhig ilk kez 1964 yihinda Onciil ve ark.
(1964), tarafindan kiltiir ki ineklerde gbzlenen klinik bulgulara dayamilarak ortavz
konmustur.

Ulkemizde daha sonra yapilan c¢alismalarda Finci (1972), Dogu ve Orta Anadolu
bolgesindeki 2360 sigirin serumlarinda %9,6 oraninda BVDV antikoru tespit etmis, 2 ade:
kan 6megi ve 1 adet ovidukt iceriginden yaptig1 6rmeklemelerle primer dana bobrek ve
sekonder dana testis hiicre kiiltiirlerinde virus izole ettigini bildirmistir.

Alkan (1993), yaptign bir galismada 639 sigir serumunu BVDV’u antikorlar:
yOniinden incelemis ve bu serumlarin 203 adedinde (%31,7) seropozitiflik saptamistir.
Aym ¢alismada arastirict (1993) konjenital anomaliyle dogan buzagilarin annelerinden
BVDV’u izole ettigini ve BVDV’un konjenital anomalili buzag dogumlarinda etkiii

olabilecegini bildirmstir.




Gelferd (1991), Giineydogu ve Dogu Anadolu bdlgesinde yaptigi ¢alismada
BVDV- a karsi %18-100 arasinda degisen oranlarda seropozitiflik elde ettigini ve bu
serumlardan bir tanesinde BVDV antijeni saptadigini belirtmigtir.

BVDV u plasentayr gecerek fotusu enfekte edebilir ve f6tusun yasina bagl olarak
fotal olume veya gesitli fotal bozukluklara veva persiste enfekte buzagilarin dogumuna
neden olabilir (Kobrak ve Weber 1997).

Perdrizet ve ark. (1987), gebe inekler lizerinde yaptiklar1 deneysel ¢alismada gebelik
sliresinin ilk 1/3’{inde bulunan gebe inekleri BVDV'u ile intrauterin olarak enfekte ederek
sonuglarini gézlemisler ve reproduktif bozukluklar: tespit etmigslerdir.

Thur ve ark. (1998), 1992-1994 yillan arasinda dogumdan sonra Glen ve abort olmus
213 adet sigir fotusunu BVDV’u yoniinden incelemislerdir. Indirekt ELISA testine tabi
tutulan kan serumlarnin  %6’sinda  BVDV'una karsi antikor tespit etmislerdir.
incelenen fotuslarin 9 tanesinden direkt ELISA testi ve immunhistokimyasal boyamalarla
ve hiicre kiiltlirlerinde BVDV’unu izole ettiklerini bildirmisierdir.

Munoz ve ark. (1996), 52 adet fotusun cesitli organlarmdan hazirladiklan
slispansiyonlart primer dana testis hiicre kiiltiirlerine inokule ederek BVDV’unun
sitopatojen (cp) ve nonsitopatojen (ncp) biyotiplerini indirekt immunfluoresans testi ile
aragtirmuglardir. Aragtircilar (1996), 52 fotusun 11 tanesinin en az bir organinda (%21.2)
ncp BVDV'unu, 10 dalaktan 6 tanesinde, 7 bobrekten 4 tanesinde, 9 akcigerden 7
tanesinde ve 5 karacigerden 3 tanesinden cp BVDV’unu izole ettiklerini bildirmiglerdir.

Casaro ve ark. (1971), BVDV’unun gebe inekler iizerindeki etkisini gézlemek tizere
yaptiklar ¢alismada, gebeliginin 51-99. giinlerinde bulunan 5 adet inegi intrauterin olarak
BVD\ "u ile enfekte etmiglerdir. Virus inokulasyvonunu takiben 10-21 giin iginde 5 f6tusun
hepsinin 6ldiigiinii ve bu durumun BVDV’unun intrauterin enfeksiyonunun bir sonucu
oldugunu bildirmislerdir.

Kendrick (1971), 23 adet inegi BVDV u ile intramuskuler olarak enfekte etmis.
gebeligin ilk 1/3’liikk donemindeki 9 adet inegin buzagilarinin 3 tanesinin abort, 1 tanesinin
mumifiye fStus, 1 tanesinin kismi alopesiya, 3 tanesinin normal ve 1 tanesinin de 6ld
dogumla sonuglandigini; gebeligin 2. ve 3. 1/3’liikk donemindeki ineklerin ise normal
buzag dogumu yaptigimi bildirmigtir.

Liess ve ark. (1987), gebeliginin 90-120. giinlerinde bulunan ineklere yaptiklar canh
virus agilamalar1 sonucunda canli dogan buzagilardan 2’sinin persiste enfekte oldugunu.
5’inde merkezi sinir sistemi semptomlari gozlendigini ve ayrica 2 abort vakasi tespit

ettiklerini bildirmislerdir.
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Gillespe ve ark. (1967), abort olmus iki fotusun akciger, karaciger, dalak, barsak,
bobrek ve beyinlerinden hazirladiklart doku siispansiyonlarmi fotal dana bobrek hiicre
kiiltiirlerine inokule ederek BVDV’ unun ncp iki tiiriinil izole ettiklerini belirtmislerdir.

Braun ve ark. (1971), gesitli yaslarda bulunan 12 adet Holstein-Freiesian irki inegi
gebeliklerinin 100-235. giinlerinde BVDV’unun NADL susu ile enfekte etmislerdir. 2 adet
sigirlarin kesimi sonucu, sezeryan ile de 10 adet olmak {izere toplam 12 adet f6tus elde
ederek bunlarin  beyin, akciger, plasenta, dalak, allantoik ve amniotik sivilarindan
hazirladiklar1 homojenatlari kemik iligi hiicre kiiltlirtine inokule ederek BVDV’unu izole
ettiklerini agiklamiglardur.

Brownlie ve ark. (1986), 46 adet gebe sigir1 gebeliklerinin 110.glinlinden sonra ncp
BVDV’u ile intrauterin olarak enfekte ettiklerini, gebe hayvanlarin 9 tanesinin abort, 4
tanesinin 6lii dogum yaptigini, canli dogan buzagilardan 12 tanesinin saglikli oldugunu, 4
tanesinin klinik semptomlar gosterdigini, 17 tanesinin de viremik oldugunu bildirmislerdir.
Aragtiricilar (1986), c¢aligmalarinin sonucunda fotusun 120. giinden sonra da virustan
etkilenebilecegini, ancak 120. giinden daha dnce yapilan inokulasyonlarla immun cevap
olusturulamadigindan persiste enfekte buzagilarin dogabilecegini vurgulamiglardar.

Coria ve ark. (1983), yaptiklar1 bir ¢aligmada gebeliklerinin erken dénemlerinde
bulunan 12 adet inek sectiklerini, bunlardan seronegatif olan 6 inegin (49-84. giin)
BVDV'u ile intravendz olarak, seropozitif olan 6 inegin (58-125. gilin) ise ayni virusla
laparatomi yoluyla direkt olarak fotuslarini enfekte ettiklerini bildirmislerdir. Dogan
buzagilarin 11 tanesinden ncp BVDV’unu izole ettiklerini bildirmislerdir, buzagilardan
kolostrum almadan once IgG,, IgG; ve IgM belirleyemediklerini, kolostrum aldiktan sonra
ise sirayla 1. ayda IgG;’yi, 2. ayda IgG;’i tespit ettiklerini ancak IgM’yi ise 3. ayin sonuna
kadar tespit edemediklerini belirtmislerdir. Arastiricilar (1983), buzagilardan elde ettikleri
IgGy’in titresini 11,1 mg/ml, IgG, nin titresini 0,8 mg/ml, IgM’nin titresini ise 0,9 mg/ml
olarak belirlediklerini ifade etmiglerdir.

Coulibaly ve ark.(1986), gebeliklerinin 50-265. giinleri arasinda agilanan analardan
dogan buzagilara ait kan serumu Srneklerini IgG yoniinden incelediklerini belirtmiglerdir.
Calismanin sonucunda BVDV’una karsi virolojik agidan negatif, serolojik agidan pozitif
olan 44 buzagida IgG; miktari1 106,36 mg/ 100 ml, IgG; miktarin1 10,49mg/ 100 ml;
serolojik ve virolojik agidan negatif 27 buzagida Ig G miktarmi 18,47 mg/ 100 ml, IgG,
miktarin1 6,63 mg/ 100 ml ve virolojik agidan pozitif, serolojik agidan negatif 10 buzagida
IgG; miktarini 34,78 mg/ 100 ml, IgG; miktarim ise 8,34 mg/ 100 ml olarak tespit

ettiklerini bildirmiglerdir.




2.1. Etivoloji

BVDV'u, Flaviviridae familyasmnin pestivirus alt grubunda yer alir (Hewicker-
Trautwein ve Trautwein 1994, Bruschke ve ark. 1996, Potgieter 1997, Liebler-Tenorio ve
ark. 1997). Etken, Avrupa domuz vebasi ve koyunlarin Border Disease virusu ile antijenik
yakinlik gosterir. Etken en kiigiik RNA viruslarindandir. RNA tek iplikgiklidir ve 12,5 kb
molekiiler agirliga sahiptir (Collett ve ark.1989. Horzinek 1990, Bruschke ve ark 1996.
Laamanen ve ark.1997).

BVDV’unun klasik tiirleri, 2 genotipe ayrilmaktadir. 1. genotip ( tip 1) as1 viruslarin
olusturur ve immunkompetans hayvanlarda orta siddetle enfeksiyon meydana getirir. 2.
genotip (tip 2) ise trombosit azalmasi ile seyreden akut BVDV enfeksiyonlarini meydana
getirir (Deregt ve Prins 1998). BVDV-1 ve BVDV-2"nin hiicre kiiltiirlerinde gozienebilen
patolojik bozukluklari olusturan cp biyotipi ve hiicre kiiltiirlerinde patolojik bozukluklar
gozlenmeden gogalan ncp biyotipi olmak {izere ikiser biyotipi de mevcuttur (Castrucci ve
ark. 1991, Hewicker-Trautwein ve ark. 1992, Brock ve ark. 1993, Liebler-Tenorio ve ark.
1997).

Hafez ve Liess (1972), BVDV’unun eter. kloroform, tripsin ve 1si1ya hassas oldugunu
1 M Magnesium chlorure-2’nin varliginda virusun 1stya hassasiyetinin arttigin
bildirmislerdir. Ayrica arastiricilar (1972), virusun pH 5,7-9,3 arasinda stabil oldugunu
belirtmislerdir. ‘

Fernelius (1968), BVDV’nun hem cp hem de ncp biyotiplerinin 100-220 milimikron
(mu) milipor filtrelerden gegtigini bildirmistir.

Hafez ve ark. (1968), BVDV’unu phosphotungstic asit (PTA) ya da uranyl acetate
(UA) ile boyandiktan sonra, elektron mikroskopla vaptiklar1 degisik teknik ¢aligmalarla
BVDV' partikiillerinin ¢aplarim1 46 (+/- 16) nm. 50 (+/-20) nm ve 60 (+/-26) nm olarak
tespit etmislerdir.

BVDV biyotiplerinin viral polipeptitleri arasinda farkliliklar belirtilmistir. cp-BVDV
izolatlan1 viral polipeptidlerden p80 ve pl23°1 icerirken, ncp BVDV sadece pl25°i
icermektedir. Bunlarin diginda p125 ile genetik iliskili olup p80 ile iliskisi olmayan 34
kilodalton (kD) proteini identifiye edilmis, p80 ve 54 kD proteinin viral replikasyon
siiresince pargalanan pl25°ten koken aldigi belirtilmektedir (Horzinek 1990, Moenning

1990. Deregt ve Loewen 1995).




Arastincilar, BVDV unun primer hiicre kiiltiirlerinden f6tal dana bébrek (Gillespe ve
ark. 1967, Hafez ve ark. 1976, Orban ve ark. 1983, Hyera ve ark. 1985, Burgu ve ark.
1990, Depner ve ark.1991, Alkan ve Burgu 1993, Kommisrud ve ark. 1996, Jian ve ark.
1997, Frey ve ark. 1998), fotal dana testis (Hafez ve Liess 1972, Bezek ve ark. 1994, David
ve ark. 1994), fotal dana kas (Shimizu ve ark. 1989), fétal dana deri (Straver ve ark. 1983).
fotal dana akciger (Howard ve ark. 1986, Meyling ve Mikél Jensenl988), testis
(Malmaquist 1968, Jensen ve ark. 1990, Holand ve ark. 1993, Nakajima ve ark. 1993), dalak
(Malmquist 1968), trachea (Malmquist 1968). endokardiyum (Archbald ve ark. 1973.
Archbald ve Zemjanis 1977), tiirbinata (Bolin ve ark. 1985, Bolin ve ark. 1985, Liess 1983.
Mc Clurkin ve ark. 1985, Carlsson 1997) ve devamli hiicre kiiltiirlerinden Madine Darby
Bovine Kidney (MDBK) (Ohmann 1983, Ohmann ve ark. 1987, Magar ve ark. 1988.
Ohmann 1988, Moenning ve ark. 1990, Pellerin ve ark. 1994), Pig Kidney (PK)15 (Xue ve
ark.1996) hiicre kiiltiirlerinde ¢ogaltilabildigini ifade etmiglerdir.

2.2. Epidemiyoloji

BVDV’unun epidemiyolojisinde durulmasi gereken en énemli olgularin basinda fotal
enfeksivonlar ve persiste buzagi dogumlari gelmektedir. Persiste enfekte hayvanlar
ciftlesebilirler ve buzagilarma enfeksiyonu aktarabilirler (Meyling ve ark. 1990). Virus
enfekte hayvanlardan nazal akinti (Johnson ve Muscoplat 1973, Castrucci ve ark. 1991.
Potgieter 1997), semen (Kahrs ve ark.1980, Mevling ve ark. 1990, Kirkland ve ark. 1991.
Kommisrud ve ark. 1996), idrar (Brownlie ve ark. 1987), gaita (Olafson ve ark. 1946.
Johnson ve Muscoplat 1973), gbzyas: akintis1 (Cutlip ve ark. 1980, Meyling ve ark. 1990).
kan (Bolin ve ark. 1985, Frey ve ark. 1991, Houe ve Meyling 1991) ve siit (Fredriksen ve
ark. 1998) ile ¢evreye sagilmaktadir.

Virus ayrica embriyo transferi (Meyling ve ark. 1990, Wentink ve ark. 1991).
kontamine asilar (Meyling ve ark. 1990, Houe 1995), kan emici sinekler (Tarry ve ark.
1991. Gunn 1993), f6tal membranlar (Braun ve ark. 1971, Duffell ve Harkness 198%3.
Rokos ve ark. 1998, Taylor ve ark. 1995), persiste viremik hayvanlar (Houe 1995, Liebler-
Tenorio ve ark. 1997, Taylor ve ark. 1997, Brock ve ark. 1998, Hamers ve ark. 1998) ve
sigir disindaki ruminantlarin (Loken ve ark. 1991, Bruschke ve ark. 1996, Vilcek ve ark.

1997) vasnuast ile de sagilabilmektedir.




Alenius ve ark. (1986), Isveg’te yaptiklari bir galismada BVDV unun varligin1 ortaya
koymak i¢in 711 adet diiveden topladiklari kan numunelerini serolojik ve virolojik yonden
incelemiglerdir. Aragtiricilar (1986), topladiklari serumlarin %41’inde BVDV’una karst
seropozitiflik tespit ettiklerini, 9 adet diiveden ise BVDV’unun ncp biyotipini belirlemeyi
bagararak persiste enfekte diive oranin1 %1,3 olarak belirlediklerini bildirmislerdir.

Shimizu ve Satou (1987), Japonya’nin farkli bolgelerinde bulunan ve konjenital
anomali gozlenen, 154 adet buzagidan topladiklan1 kan serumlarimi persiste BVD-MD
enfeksiyonu ydniinden incelemisler ve 18 adet buzagidan ncp BVDV’unu izole ettiklerini
bildirmiglerdir. Aragtirmanin devaminda ayni hayvanlardan 2 ay sonra alinan ikinci kan
serumu Orneklerinden 12’sinde ncp BVDV’unu tekrar izole ederek buzagilarin persiste
enfekte olduklarini ve bu buzagilardan elde edilen serumlarda nétralizan antikorlara
rastlamadiklarini ifade etmislerdir.

Gebeligin 120. gliniinden &nce BVDV’unun ncp biyotipi ile enfekte olan gebe
inekler etkeni transplasental olarak fGtuslarina aktarabilirler. Bu donemde immun
sistemi tam olarak gelismeyen f6tus, etkeni antijen olarak kabul etmeyerek, herhangi bir
immun cevap olusturamaz ve virusla birlikte persiste enfekte olarak diinyaya gelir (Baker
1987, Brownlie ve ark. 1987, Moenning 1990, Deregt ve Loewen 1995, Thur ve ark.
1997).

BVDV enfeksiyonunda virusun ineklerde lenfosit ve nétrofil fonksiyonunu bozdugu,
immunsupresyon olusturdugu ve BVDV’unun diger etkileri ile birlikte seyrettigi
durumlarda klinik bulgularnin giddetinin arttig1 bildirilmektedir (Radostits ve Littlejohns
1988, Potgieter 1997).

BVDV’unun, ilk olarak sindirim sistemine ilgi gosterse de, lenforetikiiler dokulara
yiiksek oranlarda affinite gosterdigi, enfeksiyondan sonra nekroz odaklarinda, lenf
diigiimlerinde ve dalakta tespit edildigi ifade edilmistir (B‘aker 1987). Virus generalize bir
enfeksiyon olusturmasindan dolay1 diger bir ¢ok organda da bulunabilir ve idrar, salya,
gdzyas1, semen gibi viicut sivilariyla siirekli olarak gevreye sagilabilir (Straver ve ark.
1983, Radostits ve Littlejohns 1988).

Embriyo transferi, BVDV’unun yayilmasinda etkili faktorlerden sadece biridir.
Embriyo transferinde kullanilan yikama sivilarinin BVDV’u ile kontamine olmasi virusun
embriyolara aktarilmasinda ve yayilmasmda etkin bir yoldur (Meyling ve ark.1990).
Ayrica embriyo transferi igin segilen hayvanlarin daha 6nce BVDV’u ile kontamine
olmalari olasidir. Bu yilizden BVDV enfeksiyonlarinin yayilmasini engellenmesi igin alici

pozisyondaki hayvanlarin 6zgegmislerinin bilinmesi 6nem tagimaktadir (Meyling ve ark.
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1990). Enfekte bogalar ve sperma BVDV'nun yayiliminda etkin rol oynamaktadir.
(Kirkland ve ark. 1991, Kommisrud ve ark. 1996).

Kommisrud ve ark. (1996), yaptiklar1 bir ¢aligmada akut olarak enfekte edilmis
bogalarin spermalarinda virusun varligini arastirmiglardir. Bu amacgla 6 adet bogawi
BVDV’unun cp biyotipi ile intravendz olarak enfekte ettiklerini, 4 adet bogayi ise kontrol
olarak biraktiklarim1 ve inokulasyonu takiben 22. giinde inokule edilen biitiin hayvanlan
BVDV’u yéniinden seropozitif bulduklarini ifade etmislerdir.

Kirkland ve ark. (1991), 5 adet bogay1 B\'DV'u ile intranazal olarak enfekte etmisler
ve inokulasyonu takiben 14 giinliik bir siirede enfekte edilen bogalarin 3’{inden alinan
spermadan virusu izole etmeyi bagarmuslardir.

Tarry ve ark. (1991), yaptiklari bir ¢alismada BVDV’unun naklinde kan emici sinek
tirlerinin (Stomoxys calcitrans, Haematopota pluvialis ve Hydrotaea irritans) rolii olup
olmadigii deneysel olarak arastirdiklarini bildirmislerdir. Bu amagla segtikleri kan
emici sinek tiirlerini BVDV’u ile persiste enfekte bir boganin bulundugu kapali ortamda
ugusturan arastirmacilar daha sonra sinekleri hem antikor hem de virus yoniinden negauf
olan hayvanlarla bir arada tuttuklarin1 ve takip eden 5-10 giin i¢inde virusu izole etmevi
bagardiklarini bildirmislerdir.

Bolin ve ark. (1985), 9 adet persiste enfekte bogayr (ncp BVDV izole edilmis)
BVDV’unun cp biyotipi ile agilamaya tabi tutarak bir siiperenfeksiyon olusturduklarimi ve
hayvanlarda MD enfeksiyonu belirlediklerini ifade etmiglerdir. Aragtiricilar (1983),
hazirladiklan agilama programinda 9 adet bogay: 3’lii gruplara boldiiklerini, ilk iki gruba
canli modifiye BVDV agisi, 3.gruba ise 6li as1 uyguladiklarini, canli virusla asilanan
hayvanlarda BVDV’una kars1 yiiksek diizeyde antikor belirlerken, 6lii virusla asilanan
hayvanlarda daha diisiik diizeyde antikor tespit ettiklerini ancak tiim korumalara ragmen
hayvanlarin yine de persiste enfekte kaldiklarimi bildirmislerdir.

Canli virus asilani ile gebeligin erken donemlerinde asilanan hayvanlarda virus
plasentay: gegerek fotusu etkileyebilmektedir (Baker 1987).

BVDV’u sigirlar diginda diger ruminantlarda da belirlenmigtir (Loken ve ark. 1991,
Campen ve ark. 1997, Elazhary ve ark. 1984).

Elazhary ve ark. (1984), BVDV’unun koyun ve kegilerdeki varligini1 ortaya koymak
igin 1075 adet klinik olarak normal goziiken koyun ve kegiden topladiklarn serum
numunelerini indirekt floresans testi ile kontrol etmisler ve serumlardaki antikor varhgni

%?22.2 oraninda tespit ettiklerini bildirmislerdir.
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Depner ve ark. (1991), yaptiklann deneysel bir g¢aligmada, 18 adet kegivi
gebeliklerinin 78. giliniinden 6nce, 7 adet kegiyi de gebeliklerinin 78.glintinden sonra olmak
iizere toplam 25 adet kegiyi BVDV’u ile intranazal ve subkutan olarak enfekte ettiklerini
bildirmislerdir. Aragtiricilar (1991), gebeliklerinin 78. giiniinden Once enfekte edilen
kegilerin hepsinde %100 oraninda abort ve fotal dliim ve gebeliklerinin 78 .giiniinden
sonra enfekte edilen 7 kegide ise yiiksek oranda f6tal 6liim belirlediklerini belirtmislerdir.

Campen ve ark. (1997), geyikleri denevsel olarak BVDV’u ile enfekte ettiklerini
ifade etmislerdir.

Loken ve ark. (1991), Norveg’te yapuklan bir ¢aligma dahilinde 1317 yetigkin
domuzda BVDV’una kars1 olusan antikor varligimi serum nétralizasyon (SN) testi ile

aragtirmuslar ve pozitiflik oranini %2,2 olarak belirlemislerdir.

2.3. Patogenez

BVDV’u, gebeligin donemine bagli olarak gebe sigirlar1 enfekte ettifi zaman
fotuslan da cesitli sekillerde etkileyebilmekredir (Larson 1996). BVDV'u ile ¢iftlik
sartlaninda ya da deneysel olarak gerceklestirilen caligmalardan elde edilen sonuglarda;
abort. 6lii dogumlar, konjenital anomalili buzagi dogumlari, persiste enfekte buzag
dogumlan ya da immun yanita sahip buzagi dogumlan goézlenmistir (Brownlie ve ark.
1987. Brownlie ve ark. 1989).

Dogal sartlarda enfeksiyon gegirmemis yva da BVDV’una karg1 agilanmamais gebe bir
sigir virus ile enfekte oldugunda hastaligy subklinik veya orta siddetli klinik belirtilerle
sergiler ve nétralizan antikorlar olusturur. BVDV u plasentayr gegerek fotusu enfekte
edebilir. Transplasental fotal enfeksiyonlar, gebeligin farkli donemlerinde fotusu gesitli
sekillerde etkileyerek olusabilmektedir (Perdrizet ve ark 1987).

2.3.1 ncp BVDV ile Enfeksiyonun Patogenezi:

Duvarli gebe sigirlar ncp BVDV ile enfekte olduklar1 zaman fotus gesitli sekillerde
etkilenebilmektedir. Virusun fotus tizerindeki etkileri fétusun yasina bagli olarak gesitli
sekillerde olugmaktadir (Larson 1996).

a) ncp BVDV’u ile gebeligin 40-120.glinleri arasinda enfekte olan fGtusta persiste

enfeksiyon gsekillenmekte saglikli goriinen buzagi 6miir boyu gevresine virus sagmaktadir.
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b) 120-150. giinler arasinda enfekte olan buzaglarda konjenital defektler sekillenmekte ya
da 61t dogumlar gergeklesebilmektedir.

¢) 130.giinden sonra etkilenen fotuslar saghikli dogarlar ve kolostrum almadan oncede
BVDV ’na kars: seropozitiftirler (Perdrizet ve ark.1987, Larson 1996)

Viremik dogan tiim buzagilar BVDV’unun ncp biyotipi ile enfekte olmuslardir.
Bugiine kadar gergeklestirilen ¢aligmalarda BVDV’unun cp biyotipinin plasentawvi
gectigine dair bir bilgi yoktur (Brownlie ve ark. 1989). Done ve ark. (1980), gebeligin
erken donemlerinde cp biyotipi ile enfekte ettikleri hayvanlarda abort olusturmuglar ama
tekrar elde ettikleri virusun ncp biyotipi oldugunu bildirmiglerdir. Bu durum Brownlie ve
ark. (1989) tarafindan su teorilerle agiklanmigtur:

a) BVDV’un cp biyotipi plasentadaki maternototal bariyeri gegememektedir.

b) cp bivotipi fotusun erken donemlerinde patojendir ama etkinligi fazla siirmemektedir.

¢) cp fotus gelisiminin erken donemlerinde etkili olmakta daha sonra ncp biyotipine
déniismektedir.

d) cp bivotipi fotal hiicreler ve sivilar tarafindan ncp biyotipine oranla daha g¢abuk
inaktive edilebilmektedir.

2.3.2. Uterus I¢i Enfeksiyonun Patogenezi:

Gebe bir sigir BVDV’u ile enfekte oldugu zaman virus kan yolu ile yayilarak
plasentay1 gecebilir. Ruminantlarda plasenta sindesmokoriyal yapida ve 6 kathdir.
Plasenta gebeligin gesitli donemlerinde yapisal olarak farklilik gGstermektedir. Plasentayi
gecen virus, fotusta konjenital bozukluklar. persiste enfekte dogum, enfeksivon
tasiyicih@gindan Slime kadar degisebilen konjenital bozukluklar olusturabilir. BVDV’unun
etkiledigi gebe hayvanlarda en biiyiik risk grubunu gebeligin erken déneminde bulunan
hayvanlar olusturmaktadir (Kahrs ve ark. 1980, Oirschot 1983, Jubb ve ark.1985, Brownlie
ve ark.1987).

Fotus, gebeligin 125. giiniinden 6nce BVDV'u ile enfekte olursa, immun sistem
gelisimini tamamlamadiindan antikor gelistiremez. Bu hayvanlar hastalifin 6miir boyu
tagiyicisidirlar ve persiste enfekte olarak adlandinlirlar. Klinik olarak saglikli goriiniimde
olmalanna ragmen enfeksiyon subklinik olarak sevredebilir. Persiste enfekte hayvanlar
BVDV’una kars:1 seronegatiftirler. Bu hayvanlar laboratuvar suslarina kars1 agilandiklan
zaman nétralizan antikorlar gekillendirmelerine ragmen orijinal virus her zaman persiste

ozelligini korur (Jubb ve ark.1985, Brownlie ve ark.1987, Larson 1996).




Gebeligin erken dénemlerinde BVDV’u ile enfekte edilen hayvanlarin fétuslarinmn
serebellum ve beyinlerinin diger boliimleri, dalak, bébrek, akcigerler ve barsagin bazi
boliimlerinden BVDV’u izole edilebilmektedir (Binkhorst ve ark.1983).

Hubbert ve ark. (1973), yaptiklar1 bir caligmada kesimhaneye getirilen 147 adet sigir
fotusundan elde ettikleri bobrek, beyin, karaciger, akciger, ince barsak, dalak ve timustan
hazirladiklar1 homojenatlari embriyonel sigir bobrek hiicre kiiltiirlerine inokule ettiklerini,
3 fotusa ait homojenatlardan ve ayrica annelere ait plasentadan hazirlanan homojenatlardan
iki tanesinden ncp BVDV’u izole etmeyi bagardiklarint bildirmiglerdir.

Lucas ve ark. (1986), cesitli donemlerde elde ettikleri 330 adet fétusu BVDV
antikorlar1 yoniinden incelemigler ve BVDV (-) olarak belirlenen 8 adet f6tustan ncp virusu
izole etmeyi bagarmislardir.

Bezek ve ark. (1988), kolostrum verilmemis S adet buzagiyr BVDV unun cp biyotipi
ile enfekte etmisler ve bu buzagilarin lenfosit ve 16kositlerden giinliik hazirladiklar stirme
prepatlardan immun floresan (IF) testi ile virusu izole etmeyi bagarmiglardir.

BVDV’u, gebelik esnasinda teratojenik bir ajan olarak fotusu etkileyebilir. Fotal
gelisimde bu tip bozukluklar malformasyon olarak nitelendirilir. Teratojenik etkenler
fotusu genel ya da lokal olarak etkileyebilir. Fétus 120. giinden 6nce virusla temas ederse
fotal immun cevap olusturulamadigindan BVDV’u biitiin fotusa yayilabilir ve fétusun bu
enfeksiyona karsi koymasi imkansiz hale gelir. Fotal gelisimin ge¢ donemlerindeki
enfeksiyonlar immun mekanizma tarafindan elemine edilebilir (Casaro ve ark. 1971).Virus
enfeksiyonu fotusun organogenezis sathasinda olusursa malformasyonlar ve biiylimede
gecikme (Intrauterine Growth Retardation - TUGR) olgulari gozlenebilir. Teratojenik
etkiler fotal dokularin gelisimi ve farklilagmasi iizerine olumsuz etkiler yapabilir. Fotal
dokularin viral teratojenlere duyarlilifi enfeksiyon olustugu anda fétusun yagina baghdir
(Oirschot 1983).

Done ve ark. (1980) gebeligin 100.giinlinde BVDV’una maruz kalan gebe bir
hayvandan dogan buzagilarda [UGR olgular saptamiglardir.

Schultz (1973), gebeligin 113-143. giinlerinde BVDV ile enfeksiyonda f6tusta
serebellar lezyonlar gozlendigini bildirmigtir. Casaro ve ark. (1971), gebeligin 100-150.
giinlerinde BVDV Ile enfekte olan fotuslarda f6tal lezyonlar ve serebellar hipoplazinin
gozlendigini dogan buzagilarda tespit ederek kanitlamiglardir.

Binkhorst ve ark. (1983), 130 adet Holstein irki sigirdan olusan bir siirliyii
buzagilarda goriilen anomaliler yoniinden 4 yil boyunca incelemisler, elde edilen

buzagilardan 11’inin sinir sistemi semptomlari, nistagmus, ciddi anlamda inkoordinasyon
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bozukluklan ve titreme gibi belirtiler gosterdiklerini belirterek 11 buzagidan 6len 2’sinde
hipomiyelinizasyon ve anormal glial hiicreler ve 1’inde de beyin lezyonlan tespit
ettiklerini bildirmislerdir.

Seronegatif anneler gebeligin erken dénemlerinde BVDV’u ile enfekte olurlarsa bu
her zaman fo6tal enfeksiyonlarla sonuglanmaktadir. Gebeligin donemine gére fotusun
oliimii. abort, intrauterine biiyliime geriligi, g6z bozukluklar1 (mikroftalmi, katarakt, retinal
dejenerasyvon, atrofi, displaz, optik nevritis) ve beyin lezyonlaniyla karakterize
malformasyonlar olugmaktadir (Oirschot 1983. Tubb ve ark. 1985, Baker 1987, Brownlie
ve ark. 1987, Radostits ve Littlejohns 1988, Houe ve Meyling 1991).

Hewicker-Trautwein ve ark. (1995), gebeligin 90-118. giinlerinde bulunan 33 adet
sigin canli modifiye BVDV agis1 ile agiladiktan sonra dogan buzagilardan 6 tanesinin
intrauterin enfeksiyona bagli olarak serebellar hipoplazi, hidransefali, internal hidrosefalus,
mikroensefali’li olarak dogdugunu bildirmislerdir. BVDV’unun gelismekte olan fbtus
tizerindeki teratojenik etki mekanizmasi; normal hiicre gelisiminin engellenmesi ya da
carpiilmasi, virus ¢ogalmasinin direkt bir sonucu olarak mitotik aktiviteleri yiiksek fotal
hiicrelerin tahrip olmasi ve vaskiiler lezyonlarin olugumu seklinde yorumlanmaktadir

(Oirschot 1983).

2.3.3. Mukozal Disease’in Patogenezi:

MD., BVDV’unun ncp biyotipi ile gebeligin erken donemlerinde enfekte olan
annelerden dogan persiste enfekte buzagilarn BVDV’unun cp biyotipi ile tekrar enfekte
olmalanyla gelisen siiperenfeksiyonun sonucunda olusan bir hastaliktir (Baker 1987,
Perdrizet ve ark. 1987, Radostits ve Littlejohns 1988, Brownlie 1990).

Castrucci ve ark. (1994), immunsupresyonla MD’nin olugmasina olanak saglanip
saglanamayacagmni belirlemek amaci ile yaptiklan bir ¢alismada 6 adet buzagiyr 2 gruba
aywrarak 3 tanesini cp BVDV biyotipi ile, 3 tanesini de ncp BVDV biyotipi ile intraventz
olarak enfekte etmislerdir. 30 giin iginde cp bivotipi ile enfekte edilen buzagilarda ates.
lokopeni ve diyare gelisirken, ncp biyotip ile enfekte edilen hayvanlarda klinik belirti
gelismedigi ve 30. giiniin sonunda her iki grupta bulunan buzagilarin 0,1 mg/kg hesabivla
5 glin stireyle dexamethazone tedavisine tabi tutuldugu bildirilmistir. Arastiricilar (1994),
dexamethazone uygulanmasiyla birlikte ncp bivotiple enfekte edilen buzagilarda da ates,
Iokopeni ve dispne tespit ettiklerini ve sonug olarak kortikosteroidlerin immun sistemi

baskiladigini belirlediklerini ifade etmiglerdir.
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Liebler ve ark. (1991), persiste viremik olarak dogan ve nétralizan antikor tagimayan
yaglari 2 ay ile 5 ay arasinda degisen 9 adet buzagiyi, BVDV’ unun cp biyotipi ile enfekte
ederek, inokulasyonu takiben 14.giinde Otenazi ettiklerini ve bu hayvanlarda sindirim

sistemi bozukluklari ile karakterize MD saptadiklarini rapor etmislerdir.

2.4. Klinik

Sigirlarda BVDYV enfeksiyonu ii¢ sekilde sonuglanabilir:
a) BVD-Primer postnatal enfeksiyon
b) Fo&tal Enfeksiyon
¢) Mucosal Disease (Potgieter 1997).

Immunkompetans yani virusa karsi antikor gelistirme yetenegine sahip hayvanlar
BVDV’a kars1 notralizan antikor sekillendirebilmekte ve virusun eleminasyonunu
saglayabilmektedirler. BVDV’u ile enfekte olan hayvanlarda enfeksiyon, klinik
semptomlar olmaksizin subklinik olarak seyredebilmektedir. Bu nedenle klinik semptomlar
tespit edilmese bile serolojik taramalarda hayvanlardan biiyiik bir kismi seropozitif olarak
tespit edilebilmektedir (Harkness ve ark. 1978).

Enfeksiyon; depresyon, ates, hafif diyare, gegici l6kopeni ile karakterizedir. Bu
semptomlari takiben birka¢ giin i¢inde iyilesme s6z konusudur (Radostits ve Littlejohns
1988).

Gebe sigirlar ve dolayisiyla fotuslart gebeligin donemlerine bagh olarak BVDV'u
ile enfeksiyondan ¢esitli sekillerde etkilenmektedirler. Olusan lezyonlar arasinda abort
(Casaro ve ark. 1971, Duffell ve Harkness 1985, Brownlie ve ark. 1998), fotal
mumifikasyon (Liess 1990, Moerman ve ark. 1994, Weiss ve ark. 1994), konjenital
anomali (Kahrs ve ark. 1980, Roeder ve ark. 1986, Baker 1987), beyin ve g6z lezyonlar
(Schultz 1973, Oirschot 1983, Hewicker-Trautwein ve Trautwein 1994, Hewicker-
Trautwein ve ark. 1995), intrauterin biiylime geriligi (Jubb ve ark. 1985, Baker 1987,
Brownlie ve ark. 1987, Radostits ve Littlejohns 1988, Houe ve Meyling 1991) ve persiste
enfekte buzagi dogumlan (Liess 1985, Liess 1990, Moenning 1990, Bruschke ve ark.
1998) sayilabilir.




Klinik olarak persiste enfekte buzagilan belirlemek oldukg¢a zordur. Fakat persiste
enfekte buzagilarin normal buzagilardan daha zayif goriiniime sahip olduklar ve daha
yavas gelistikleri bildirilmektedir (Perdrizet ve ark. 1987, Radostits ve Littlejohns 1988).

Houe ve Meyling (1991), 19 adet siit sizini siiriisinde BVDV yoniinden persist2
enfekte sigirlari belirlemek ‘igin yaptiklart bir ¢alismada si18ir hiicre kiiltiirlerinde
immunperoksidaz boyamayi virolojik olarak immunperoksidaz boyamay: takiben sigir
hiicre kiiltiirlerinde ve serolojik olarak SN testi ile incelemislerdir. Toplam 2570 siginn
kan serumu 6rneginin incelendigi ¢alismada, persiste enfekte inek oraninin %1.4 oldugunu.
persiste enfekte sigirlarin antikor yoniinden negatif bulundugunu ve digerlerinin ise pozitif
olarak tespit edildigini belirtmislerdir.

Seronegatif sigirlarin gebeligin erken donemlerinde (120. giinden 6nce) BVDV’unun
ncp biyotipi ile enfekte olmalar1 sonucu gergeklesen transplasental enfeksiyonda immun
sistemi geligmeyen f6tus bir immun yamt olusturamayacagmdan BVDV’una karsi
immuntolerans olacaktir ve persiste enfekte buzag dogumu gergeklesecektir. Persiste
enfekte olarak dogan buzagi BVDV’unun cp biyotipi ile enfekte olursa siiperenfeksiyon
sonucu MD gelistirecektir (Baker 1987, Brownlie 1990, Moening 1990, Deregt ve Loewen
1995, Thur ve ark. 1997).

MD. genellikle 6-24 ay arasindaki sigirlarda meydana gelen BVDV enfeksiyonu
olarak tanumlanir. Hastalik diigiik morbidite ve yiiksek mortalite ile karakterize edilmistir
(Baker 1987, Radostits ve 'Littlejohns 1988).

Arasuricilar, MD’in deneysel olarak olusturulabilecegini bildirmislerdir (Brownlie
1990. Moening ve ark. 1990, Nakajima ve ark. 1993).

Akut MD aniden baglayan klinik hastalikla karakterizedir. Morbitide diisiik olmasina
ragmen Olim oram1 %100°diir (Radostits ve Littlejohns 1988, Nakajima ve ark. 1992 .
Akut MD’de depresyon, anoreksi ve zayifligin vam sira 40,5-41 °C derece ateg siz
konusudur (Baker 1987, Radostits ve Littlejohns 1988). Klinik belirtilerin ortava
¢ikmasindan sonra taze veya pihtilasmig kan igeren sulu ve pis kokulu bir diyare séz
konusudur. Diyarenin iginde fibrindz yapida mukozal pargalar mevcuttur (Baker 198~.
Radostits ve Littlejohns 1988, Moening 1990). Akut MD olaylarinda agiz lezyonlar da
Onem tasir. Dudaklar, dil, dis etleri, agiz kenar1 ve sert damagin {ist kisiminda eroziv
lezyonlar gozlenir (Baker 1987, Radostits ve Littlejohns 1988).

Klinik belirtileri takiben yaklasik 10 giin icinde 6liimler meydana gelmektedir. MD "1
hayvanlardan BVDV’unun hem cp hem de ncp biyotipi izole edilmistir (Deregt ve Loewen

19951




Akut MD’li hayvanlar 6lmezler ise hastalik kronik bir hal alabilir. Kronik MD olarak
nitelenen bu durumdaki hayvanlarda devamli ya da aralikli diyare, zayiflama, kronik
timpani, nazal ve okiiler akinti, tirnak ve deri lezyonlar1 ¢ok sik gozlenmektedir (Baker
1987, Radostits ve Littlejohns 1988 ).

Kronik MD’li hayvanlarin persiste enfekte (PI) hayvanlardan ayirt edilmeleri
gerekmektedir (Radostits ve Littlejohns 1988).

2.4.1. Virulent noncytopathojen BVDV’unun Klinigi:

Son yillarda, BVDV’unun ates ve diyare ile karakterize orta siddetteki klinik
belirtilerinden, oldiiriici MD’ye kadar degisen sekillerdeki etkilerine ilaveten yeni bir
sendrom daha belirlenmigtir. BVDV’unun ncp biyotipi ile ger¢eklesen bu yeni sendromda
trombositopeni ve hemoraji mevcuttur (Bezek ve ark. 1994, Deregt ve Loewen 1995).

Bu sendromda klinik belirtiler; hemoraji, enjeksiyon yerlerinde anormal kanama,
kanli ve mukoza pargalarmin karisik oldugu diyare geklindedir (Deregt ve Loewen 1995).
Ingiltere’de bu klinik belirtileri gosterip 48 saat iginde 6len sigirlardan elde edilen virus
BVDV’ unun ncp biyotipi olmustur (Deregt ve Loewen 1995).

Virulent ncp BVDV’u ile BVDV’unun klasik formlan arasinda serolojik
farkliliklarda bulunmaktadir. Bunun yaninda genomlarindaki 5° bolgelerinde de farkliliklar
mevcuttur (Deregt ve Loewen 1995).

Gufler ve ark. (1997), BVDV’unun ncp biyotipi ile enfekte bir buzagida yaygin

kanama ve anemi ile karakterize bir hemorajik sendrom bildirmislerdir.

2.5. Teshis

Gebe sigirlarda ve buzagilarda BVDV enfeksiyonuna yonelik virusun ya da viral
antijenlerin tespiti direkt metodlarla gergeklestirilebilmektedir (Howard ve ark 1990,
Moermann ve ark 1993). BVDV enfeksiyonlarinin serumdaki antikorlara yonelik olarak
belirlenmesinde ise indirekt teshis metodlart kullanilmaktadir.Gebe sigirlarda ve bunlarin
buzagilarinda persiste enfeksiyonlarin belirlenmesi amaciyla annelerin ve buzagilarin
I6kositlerinden virus izolasyonu amaglanmakta indirekt olarak ise, anne serumlar ve
prekolostoral yavru serumlarinda antikor taramasi yapilabilmektedir (Coria ve ark 1983,

Coulibaly ve ark 1986).



BVDV’unun teshisinde, siiriideki hayvanlarin diizenli olarak gruplandiriimas:.
orneklenmesi, dogumlarindan itibaren hayvanlar hakkindaki ttim bilgilerin detayli olarak

bilinmesi 6nem tagimaktadir (Liess 1990).
2.5.1. Direkt Teshis

BVDV antijenlerinin belirlenmesine yonelik testler arasinda en ¢ok kullanilanlar:
Immun Floresans (IF) Testi (Cutlip ve ark. 1980, Kahrs ve ark. 1980, Hyera ve ark. 1983.
Baker 1987, Howard ve ark. 1990, Burgu ve ark. 1990, Alkan ve Burgu 1993, Deregt ve
Prins 1998), Peroxidase Linked Assay (PLA) (Hyera ve ark. 1985, Hyera ve ark. 198~.
Howard ve ark. 1990, Kirkland ve ark. 1991, Moerman ve ark. 1993, Deregt ve Prins
1998), Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) (Brinkhof ve ark. 1996, Thur ve
ark. 1997, Deregt ve Prins 1998), Interferens (Kahrs ve ark. 1980, Shimizu ve Satou 1987).
Polymerase Chain Reaction (PCR) (Laamanen ve ark. 1997), plak test (Xue ve ark. 1996.
Jian ve ark. 1997), immunplak (Karaoglu 1996), hibridizasyon (Brock ve ark. 1993),
sentetik oligoniikleotidler (Lewis ve ark.1991), antijen capture (Deregt ve Prins 1998.
streptovidin/biotin teknik (Allan ve ark. 1989), flow cytometry (Qvist ve ark.1991)
metodlaridur.

Fernelius ve Lambert (1969), 11 adet buzaginin dalak, akciger ve submaksillar lenf
diigiimlerinden hazirladiklar stispansiyonlari embriyonik bovine kidney hiicre kiiltiirlerinz
inokule ederek IFT ile BVDV antijenlerini tesbit etmiglerdir.

Fernandez ve ark. (1989), BVDV’u ile persiste enfekte olmus 25 sigirin sentral sinir
sisteminde viral antijenleri belirlemek i¢in yaptiklari ¢aligmada, domuzlardan elde ettikleri
poliklonal antiserumlar1 kullanarak IF ve PLA testleri ile BVDV antijenini né6ronlarda
tespit etmiglerdir.

Bolin ve ark (1985), 3157 adet sifirdan elde ettikleri 16kosit numunelerini IFT ile
BVDV’u yoniinden test etmislerdir. Aragtiricilar (1985), 3157 adet sigirin 60°indan BVDV
antijenini tespit ettiklerini ifade etmiglerdir.

Ozkul (1992), 50 adet gebe inege ve bunlarin fStuslarina ait toplam 353 kan ve farkis
organ numunelerini BVDV antijenleri yoniinden incelemistir. Aragtirict (1992), seronegar:f
bir anneye ait 16kosit ve bu annenin fotusuna ait kan ve organ numunelerinde BVDV
antijeni tespit ettigini ifade etmistir.

Laamanen ve ark. (1997), Finlandiya’da BVDV’u ile enfekte olarak tespit edilen =1

adet sigir siiriisiinden elde ettikleri 403 adet sigir kan serumu 6rmeginde direkt olarzk
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BVDV ' unu tespit etmek amaciyla RT-PCR ve hiicre kiiltiiriinde immunperoksidaz
testlerini karsilagtirmali olarak uygulamislar ve caligmanin sonucunda her iki testi de
kullanarak 48 adet virus izole etmeyi bagardiklarini ifade etmislerdir. Arastiricilar (19971,
¢alismalaninda hiicre kiiltiirii ve RT-PCR’nin sonug olarak uyumlu testler olmasina karsin
hiicre kiilturii kullanimindaki dezavantajlarin (zaman, malzeme, kontaminasyon riski) RT-
PCR"de bulunmamasi ve serumdan direkt olarak etkenin izole ediimesine bagl olarak RT-
PCR'nin ¢ok daha avantajh bir test oldugunu vurgulamiglardir.

Son yillarda BVDV  antijenlerinin  belirlenmesinde  yaygin  olarak
immonohistokimyasal y6ntemlerden de yararlanilmaktadir. Dondurulmus dokulardan
kesitler alinarak ya da formalin ile fikze edilmis veya parafin emdirilmis dokularn
monoklonal antikorlarla inkube edilmesi sonucu antijenin belirlenmesi esasina dayanan bu
yontemler BVDV antijenlerinin belirlenmesi bakimindan yaygin olarak kullanilmaktadir
(Thur ve ark. 1997).

Thur ve ark. (1997), 21 adet sigir fétusunu BVDV y6niinden immunohistokimyasz]
yontemlerle incelemigler ve fotuslarin beyin, deri, tiroid, abomazumlarindan cryostat

section metoduyla BVDV’unu tesbit ettiklerini bildirmislerdir.

2.5.2. indirekt Teshis

BVDV enfeksiyonlarma karst olusan antikorlarmn belirlenmesiyler enfeksiyonun
varligi ortaya koyulabilmektedir. Bu amagla hayvanlardan kan alinarak serumlar elde
edilmektedir.

Fotal enfeksiyonlarin belirlenmesinde fotal ya da prekolostral kan serumlari alinarak
¢esitli testlerde kullanilmaktadir. BVDV enfeksivonlarinin indirekt teshisi amaciyla vaygin
olarak kullanilan testler arasinda; Serum Nétralizasyon (SN) (Hafez ve ark. 1976, Coria ve
ark. 1984, Frey ve ark. 1987, Bolin ve Ridpath 1990. Reinhardt ve ark. 1990, Loken ve ark.
1991). Indirekt IF (Ohmann 1983, Lucas ve ark. 1986, Corapi ve ark. 1990), Agar Gel
Immunodiffusion (AGID) (Darbyshire 1962, Diderholm ve ark. 1974, Harkness ve ark.
1978. Coria ve ark. 1984, Kirkland ve ark. 1991), ELISA (Baker 1987, Traven ve ark.
1991. Moerman ve ark. 1993, David ve ark. 1994, Taylor ve ark. 1995), Neutralisation
Peroxidase Linked Assay (NPLA) (Ohmann 1983, Hyera ve ark. 1987, Depner ve ark.
1991) ve Complement —fixation (CF) (Harkness ve ark. 1978) testleri bulunmaktadur.




Reinhardt ve ark. (1990), Sili"de BVDV’a karsi olusan antikorlari belirlemek
amaciyla SN testini kullanarak yaptiklari bir ¢alismada 948 adet sigirdan 700 adedini
(%73,8) BVDV yo6niinden pozitif bulmuglardir.

Bock ve ark. (1986), 886 adet sigir kan serumu ve BVDV’u ile deneysel olarak
enfekte edilmis 6 buzagidan aldiklart kan serumlarini BVDV’ una karsi olusan antikorlar
yoniinden SN ve ELISA testleri ile karsilastirmali olarak arastirmislardir. Arastiricilar
(1986), 886 adet s1g1r kan serumunda her iki test arasinda %96,3 oraninda benzer sonuglar
tespit ederken, enfekte ettikleri buzagilarda 14. glinde SN testi ile antikor
belirleyemediklerini, ELISA testi ile 7. glinde 3 buzagida antikor belirlediklerini ifade
etmislerdir. Aragtiricilar (1986), enfeksiyondan sonra SN testi ile 28-70. giinlerde 2
buzagida 1/4096, 1 buzagida ise 1/16384 titrede antikor tespit ederken, ELISA testi ile 42.
giinde 3 buzagidan ve 98. giinde kalan 3 buzagidan 74-109 ELISA {initesi antikor tespit
etmiglerdir. Caligmada sonuglarin paralelligine ragmen ELISA testinin SN testinden daha
hassas oldugunu ifade etmislerdir .

Harkness ve ark. (1978), toplam 142 adet sifir kan serumunu BVDV’una kars:
olusan antikorlar yoniinden SN, CF ve AGID testleriyle incelemislerdir. Aragtiricilar
(1978), BVDV’una karst olusan antikorlan SN testi ile 142 hayvanin 108’inde (%76,1)
tespit ederken CF testi ile 142 hayvanin 66’sinda (%46,5) ve AGID testi ile 142 hayvanin
65’inde (%45,8) tespit ettiklerini ifade ederek, SN’un BVDV enfeksiyonlarinin indirekt
teshisinde giivenilir bir test olarak kullanilabilecegini vurgulamiglardir.

Harkness ve ark. (1978), tarafindan Robson ve ark. (1960), SN testinin BVDV
enfeksiyonlarina kargi olugan antikorlar1 tespit etmede %95 hassasiyete sahip oldugunu

bildirdikleri ifade edilmistir.

2.6. Immunoloji

BVDV’u ile daha dnce enfekte olmamus. antikor yoniinden negatif olan hayvanlar
virus ile kargilagtiklar1 zaman antikor olusturmaktadirlar. Bu antikorlardan en 6nemlileri
notralizan antikorlar olarak bilinmektedir. Nétralizan antikorlar enfeksiyondan sonra 3-4
hafta iginde belirlenebilmekte ve yaklasik bir yil koruma saglamaktadirlar (Duffell ve
Harkness 1985, Roeder ve Harkness 1986).

Sigirlarda plasenta tipi sindesmokoriyal’dir. Plasentanin yapisi geregince gebelik

siiresince annede bulunan antikorlar yavruya aktarilamaz (Schultz 1973, Oirschot 1983).
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Gebe hayvanlarin virusu plasenta yoluyla yavrularina aktarmalart sonucu fGtus, yasina
bagli olarak immun yanit gelistirebilmekte ya da immun cevap olusturamadigindan
virustan gesitli sekillerde etkilenebilmektedir (Casaro ve ark. 1971).

BVDV’u ile enfeksiyonu takiben yagayan fotus igin bazi durumlar s6z konusudur :

a) Fotus enfekte eden virusa karsi immuntolerans hale gelir. Gebeligin 120. giiniinden
once enfeksiyonda bu durum sdz konusudur.

b) Virus selektif olarak germinal merkezleri tahrip eder. Bu tahrip sonucu teratojenik
defektlere sebep olur. Bu durum gebeligin ikinci 1/3 liik déneminde s6z konusudur (Larson
1996).

¢) Fotus, immun yanit yetenegine sahip olarak virusa karsi immunite saglar. Gebeligin
120. giiniinden sonra bu durum s6z konusudur (Casaro ve ark. 1971).

Immunolojik fonksiyonlarda iki kompenent lenfoid sistemin etkili oldugu
bildirilmektedir (sadece memelilerde). Primer lenfoid organlari igeren bu sistem; T
(Thymus) hiicre sistemi ve B (Bursa) hiicre sistemi olmak iizere ikiye ayrilir. B hiicre
sistemi memelilerde kemik iligine karsi gelmektedir. T hiicre sistemi hiicreye bagh
immuniteye ait fonksiyonlara yerine getirirken, B hiicre sistemi immunglobulin iireten
hiicreleri olusturma gérevini {istlenmistir (Schultz 1973). Sigir fotuslarinda yaklasik olarak
thymus 40. giinde, kemik iligi ve dalak 55.gilinde, lenf nodiilleri 60. giinde, peyer plaklari
ve tonsiller 175. giinde belirlenebilir. Periferal kanda ise, lenfositler yaklagik 45. giinde
tespit edilebilirken, I[gM tasiyan B hiicreleri 60. giinde ve IgG tasiyan B hiicreleri 135.
giinde belirlenebilmektedir (Schultz 1973). Schultz (1973), immunfluoresans testi ile 59
giinliik fotusun dalak hiicrelerinde IgM varligim bildirmigtir. Aym ¢aligmada (1973) IgG
tasiyan hiicrelerin 145 giinliik fotusta belirlendigi ifade edilmisgtir.

Pestiviruslarla ilgili konjenital enfeksiyonlarda lenfoid doku tahribatin1 gosteren
bulgular bildirilmistir. BVDV ile enfekte hayvanlarda; histiosit hiperplazisi,
retikiiloendoteliyal sistem hiicre proliferasyonu, timik involusyon, atrofi ve deplesyon
saptanabilmektedir (Oirschot 1983).

BVDV’u dalak, lenf yumrular1 gibi ¢esitli lenfoid organlara ilgi gostermekte ve
immunsupresyon sekillendirebilmektedir. BVDV ile enfekte hayvanlarda interferon
yapiminin  baskilanmasinin  yanit sira lenfosit, monosit, polimorfniikleer Idkosit
fonksiyonlar bozulmakta ve humoral antikor yapimi da olumsuz ydnde etkilenmektedir
(Duffel ve Harkness 1985, Perdrizet ve ark. 1987).

Ohmann (1988), klinik olarak normal goriinen persiste enfekte sigirlarda yaptig: bir

¢alisgmada immunperoxidase ve immunohistokimyasal yontemlerde lenfosit ve




makrofajlarin yani sira ileum, kolon, akcigerler, deri, beyin, timus ve dalagin epitel
hiicrelerinden MDBK hiicre kiiltiirlinde hem BVDV’unu izole etmis hem de viral
antijenleri belirlemistir. Aragtirici (1988), rumen, omasum, abomasum, dzefagus ve dil

epitellerinden de viral antijenleri belirledigini itade etmistir.




3.MATERYAL VE METOT

3.1. Virus

Direkt immunfloresans (DIF) ve serum noétralizasyon (SN) testlerinde BVDV’unun
sitopatojen (cp) NADL susu, Direkt immunoperoxidase (DPLA) testinde ise BVDV unun

nonsitopatojenik susu olan 0712 susu kullanildi.

3.2. Hiicre Kiiltiiria

Aragtirmada Fétal Dana Bobrek (FDB) hiicreleri kullanildi. FDB hiicreleri Ankara
Cubuk mezbahasinda kesilen gebe ineklerden alinan f6tuslardan hazirlandi. Direk
Immunofloresan (DIF), direk immunperoksidaz (DPLA) ve serum nétralizasyon (SN50)
testlerinde kullanilan FDB hiicrelerinin BVD kontaminasyonu yoniinden negatiflikleri

kullanilmadan 6nce DPLA testiyle kontrol edildi.

3.3. Konjugatlar

Arastirmada DIF ve DPLA testinde kullamlan BVDV konjugati A.U. Veteriner

Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dalindan temin edildi.

3.4. Dana Serumu

Hiicre kiiltiirlerinde kullanilan dana serumu Ankara Cubuk mezbahasinda kesilen
danalardan saglandi. 56 °C’de 30dk. inaktive edilen serumlar membran filtre yontemi ile
steril edildi. Sterilite kontrolleri yapilan serumlar —20 °C’lik dipfrizde saklandi. Serumlar

kullanima sokulmadan 6nce BVDV virusu y6niinden negatiflikleri DPLA testi ile kontrol
edildi.




3.5. Virus izolasyon Materyalleri

Virus izolasyonu amactyla aragtirmada ¢2 adet gebe inekten, bu ineklerin dogumu
sirasinda kolostrum almamgs buzagilardan ve annelerinden, son olarak dogumu takiben
ortalama 3 ay i¢inde buzagilardan olmak iizere 124 adet hayvandan elde edilen toplam 2<8

adet kan 6rmegi EDTA'l1 tiiplere alinarak 18kositleri elde edildi.

3.6. Serum Numuneleri

Virus izolasyonu amaciyla EDTA'l1 tiiplere alinan kan Orneklerine paralel olarak.
serum elde etmek amaciyla normal tiiplere kan &rnekleri alindi. Normal tiiplere alinan kan
ornekleri 1500-2000 devirde 15-20 dk. santrifiij edildi. Serumlar elde edildi. Bu serumlar
kullanihincaya kadar -25°C'lik dipfrizde saklandi. BVDV antikorlari yoniinden SN testine
tabi tutulacak olan bu serumlar kullanilmadan once 56 °C'lik su banyosunda 30 dk.

inaktivasyvon islemine tabi tutuldu.

3.7. Viruslarin Uretilmesi

Bu amagla 2 adet 500 ml'lik hiicre kiiltiirii sigelerinde iiretilen FDB hiicrelerinin
vasatlan dokiildii. Hiicre yiizeyleri 37°C'lik su banyosunda isitilan PBS ile yikand:. Hiicre
kiiltiirti siselerinden birine BVDV'unun cp susu olan NADL’dan 0,5 ml, digerine ncp susu
olan 0712'den 0.5 ml inokule edilerek 37 °C'lik etiivde virusun hiicreye adsorbsiyonu i¢in 1
saat bekletildi. Adsorbsiyondan sonra hiicre kiiltiirii siselerine ELA+EMEM vasatindan
ilave edildi. Hiicre kiiltiirleri 5 giin siireyle inkubasyvona birakildi. Virus inokule edilen ve
kontrol olarak birakilan kiiltiir siseleri her giin patolojik degisiklikler ydniinden kontro}
edilmek amaciyla doku kiiltiirii mikroskobunda incelendi. NADL''in %90 oraninda
sitopatolojik efekt (CPE) gosterdigi 72. saat sonunda, ncp biyotip 0712'nin inokulasyonu
izleven 5. giin sonunda inokule edildikleri hiicre kiiltiirii siseleri -80°C de donduruldu.
37°C’lik su banyosunda tekrar ¢oziilen hiicreler 3000 devirde 30 dakika santrifiij edildikten

sonra 1'er ml'lik hacimlere boliinerek -80°C de saklandh.




3.8. Viruslarn Titrasyonu

BVDV'unun cp susu NADL'!m titresi Frey ve Liess (1971)’in bildirdigi yontemle
tespit edildi. Bu amagla virus ELA+EMEM vasati i¢inde Logjo tabanina gére sulandiriidi.
Hazirlanan her sulandirma basamagindan mikropleyt iizerindeki 4'er gbze 0.l'er ml
konuldu. Hiicre kontrol i¢in ayrilan 4 géze 0.1 ml %5 FDS igceren ELA+EMEM vasatu.
virus kontrol i¢in ayrilan 4 goze ise 0.05 ml sulandirilmamug saf virus, 0.05 ml serumsuz
ELA-EMEM vasati konuldu. Tiim gozlere 6zel pipet yardimiyla 3x10° hiicre /ml olacak
sekilde hazirlanan FDB hiicre kiiltiirii siispansivonundan 0.05'er ml damlatildi. Mikroplevt
37°C'lik COy’li etiive kaldinlarak inkubasvona birakildi. Tium gozler doku kiiltiirii
mikroskobunda her giin incelenerek hiicrelerdeki sitopatolojik degisiklikler saptandi. Elde
edilen sonuglar Kaerber (1964) metoduna gére hesaplanarak virusun titresi tespit edildi.

DIF ve DPLA testlerinde kullanilan ncp 0712 biyotipin titresi ise Orban ve ark.
(1983)’'nin  bildirdigi yonteme gore yapildi. Cell Culture Staining Chamber (CCSC)
sisteminin g&zlerine yerlestirilerek steril edilen lameller iizerinde FDB hiicreleri iiretildi.
Bu amagla %5 FDS igeren ELA+EMEM vasau ile 1x10° hiicre/ml olacak sekilde
sulandirilan hiicreler CCSC sisteminin gézlerine inokule edilerek 48 saat siire ile 37°C lik
CO;’li etiivde inkubasyona birakildi. Siire sonunda Logjo tabanmna gore sulandirilmig
virusa ait her sulandirma basamagindan sistemin gozlerine 0,1 ml inokule edilerek 72 saat
inkubasyona birakildi. Siire sonunda aseton kullanilarak fikze edilen hﬁcrelerlFlorescein
Isotiocyonat (FITC) ile boyanmuis olan konjugat ile muamele edilerek floresans

mikroskobunda sonuglar degerlendirildi.

3.9. Hiicre Kiiltiiritniin Hazirlanmasi

FDB hiicre kiiltiirlerinin hazirlanmasinda. Ankara Cubuk Belediyesi mezbahasinda
kesilen gebe hayvanlarmn f6tuslarmin bobrekleri kullanildi. Laboratuvara getirilen
fotiislerin steril sartlarda bobrekleri alindi. Kapsiilasi ayrildi ve korteks tabakasindan
makas yardimiyla kiigiik pargalar alindi. Petri kutusunda ¢ift bistiiri ve makas yardimixla
daha kiigiik porsiyonlara ayrilan doku pargaciklan erlenmayere aktarilarak Phosphate
Buffer Salin (PBS) ile en az 3 kez yikandi. Dzha sonra % 0.25'lik tripsin i¢ine alinan doxu
pargalar oda isisinda, manyetik karigtiric: iizerinde 6-7 kez tripsinizasyon islemine tzbi

tutuldu. Her tripsinizasyon igleminden elde edilen tripsinthiicre karigimi +4°C de




bekletildi. Son tripsinizasyon isleminden sonra bu karigim 800-1000 devirde 10 dk
santrifiij edildi.Santrifiij islemini takiben tliplin {izerindeki tripsin uzaklastirildi. Tiipiin
dibindeki hiicre tortusu Earle’s Laktalbumin + Eagle’s Minimum Essential Medium
(ELA+EMEM) vasati ile pipete edilerek yikandi ve tekrar 800-1000 devirde 10dk. santrifiij
edildi. Santrifiij sonunda tiipiin {izerindeki ELA+EMEM vasati uzaklastinlarak dipdeki
tortu ELA+EMEM vasati ve fotal dana serumu ile 6x10° hiicre/ml olacak sekilde
sulandirildi. Hiicre siispansiyonu 1l'er ml hacimlere boliindiikten sonra %10
Dimetilsiilfoksit (DMSO) ilave edilerek kullanilincaya kadar -80°C'lik dipfrizde saklandi.
Dondurulan hiicreler kullanilacagi zaman 37°C'lik su banyosunda ¢6ziildiikten sonra %20
inaktif dana serumu yada fotal dana serum (FDS) iceren ELA+EMEM vasatiyla

sulandirilarak hiicre kiiltiirii sigelerine gegildi.

3.10. Likosit Orneklerinden Virus Izolasyonu

Lokosit elde etmek amaciyla EDTA'l tiiplere alman kan 2000 devirde 10-15dk.
santriflij edildi. Santrifiij siiresi sonunda en alt kisimda yer alan eritrositler ve en dist
kisimda yer alan plazma tabakasmnin ortasinda beyaz bulutlanma tarzinda Buffy Coat adi
verilen l6kosit tabakasi pastor pipetiyle ¢ekildi. 3 kez PBS ile yikandi. Son yikanmayi
takiben lokositler 2 ml ELA+EMEM + %10 DMSO ilavesi ile virus saklama tiiplerine
aktarildi ve kullanilincaya kadar —80°C'lik dipfrizde saklandi. Hazirlanan 16kosit 6rnekleri
onceden DPLA testi ile kontrol edilen ve BVD yoniinden negatif (-) oldugu belirlenen
FDB hiicrelerinde bir kez pasajlandi. Bunun igin hiicre kiiltiirii tiiplerine 2 ml
ELA+EMEM + 0.2 ml FDS igeren bilesikten konarak 1x10° hiicre/ml olacak sekilde
sulandirilan FDB hiicrelerinden ilave edilerek 37°C’de 2 giin inkubasyona birakildi. Ikinci
gliniin sonunda vasatlar1 bosaltilan hiicre iiretme tiiplerindeki hiicrelerin yiizeyi PBS ile
yikandiktan sonra lokosit numunelerinden 0,2 ml ilave 37°C’de 1 saat adsorbsiyona
birakildi. Siire sonunda hiicrelerin iizerine 2 ml ELA+ edilerek EMEM + %5 FDS’lu

vasattan ilave edilerek 37°C'lik etiive kaldirildi.
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3.11. Konjugat Titrelerinin Hesaplanmasi

Bu amagla Hyera ve ark. (1987)mn bildirdigi yontem kullanildi. CCSC sistem
lamellerinde iiretilen FDB 'hiicresine. daha onceden titresi hesaplanan ve 1000 DKID:.
oraninda sulandirilmis ncp 0712 biyotipten 0.1ml miktarinda inokule edildi. 24 saat siiren
inkiibasyondan sonra virus iiretme vasatt dokiilerek 0.1 M PBS ile yikanan hiicreler 10 dk
miiddetle aseton ile fikse edildi. Konjugat. %0.1 Tween-20 igeren 0.1M PBS ile 1:5, 1:10.
1:15. 1:20. 1:25, 1:30, 1:35, 1:40, 1:45, 1:50 oranlarinda sulandirilarak her bir sulandirma
i¢in bir géze 0.1 ml miktarinda inokule edildi. Bir saat siireyle 37 °C’de nemli ortamda
inkube edildi, 3 kez 0.1 M PBS ile yikanan lameller %20’lik gliserin yardinuyla lam ile
kapatildi ve Immun Floresan (IF) mikroskobunda kontrol edildi. Spesifik floresan
parlamanin en iyi oldugu konjugat sulandirmas: tespit edildi. DPLA konjugatnin titresi

vine Hyera ve ark.(1987) nin bildirdigi yontemle 24 gozlii pleytlerde tespit edildi.

3.12. Direkt Immunofloresans (DIF) Testi

Orban ve ark. (1983)’nin bildirdigi yonteme gore uygulandi. CCSC sistemi hazirland:
ve ultraviyole de 2 saat tutularak son sterilizasyonu gergeklestirildi. BVDV yéniinden
negatifligi DPLA testiyle belirlenmis ve ELA+EMEM + %5 FDS ile 1x10° hiicre/ml olarak
sulandirilan FDB hiicrelerinden lameller iizerine 2’ser ml konuldu. 48 saat 37°C’lik
etiivde inkubasyona birakildi. Daha sonra 16kosit numunelerinin 1. pasaj sivilarindan her
goze 0.2 ml inokule edildi. 1 saat adsorbsiyon siiresinden sonra hiicre yiizeyleri PBS ile
vikanarak tiim gozlere 2 ml virus liretme vasau ilave edildi. 3. giiniin sonunda vasatlar
pastor pipeti ile gekilerek hiicre yiizeyleri NaCl — Tween-20 ile yikandiktan sonra hiicreler
aseton ile 10 dk fikzasyona birakildi. Titresi oraninda (1/30) sulandirilmig konjugattan tiim
gozlere 0.2 ml ilave edildi. 1 saat inkubasyona birakildi. Inkubasyon siiresi sonunda pastér
pipeti yardimiyla konjugat cekilerek hiicre yiizeyleri 3 kez NaCl+Tween-20 ile yikand:.
Lam tizerine damlatilan %20’lik gliserin damlialarn iizerine CCSC sistem lamelleri pens
vardimuyla ters gevrilerek kapatildi. Sonuglar IF mikroskobunda belirlendi. Ayni1 zamanda

hiicre kontrol ve virus kontrol i¢inde gozler hazirlandi ve incelendi.




3.13. Direkt Immunperoksidaz (DPLA) Testi

Hyera ve ark. (1987)’'min bildirdigi yonteme gore yapildi. Bu amagla 24 gozlii
pleytler kullamldi. BVDV’u yéniinden negatifligi kontrol edilmis FDB hiicreleri 1x10°
hiicre/ml olacak sekilde ELA+EMEM + %5 FDS ile sulandilarak tiim gézlere 1 ml olacak
sekilde taksim edildi ve 37°C’lik etiivde inkubasyona birakildi. Ertesi giin 16kosit 1. pasaj
sivilarindan her géze 0.2°’ser ml miktarinda inokule edildi. 3 giin CO;’li etiivde
inkubasyona birakildi.

Siire sonunda tiim gézlerdeki vasatlar bosaltilarak hiicre yiizeyleri PBS ile yikandi.
Yikama islemini takiben pleytler ters olarak kurutma kagidi {izerine alinarak 80°C’de 1
saat siireyle bekletildi. Hiicrelerin pleyt ylizeyine fikzasyonu saglandi. Fikzasyonu islemini
takiben pleytler sogumaya birakildi. Konjugat ilavesi yapilmadan dnce hiicre yiizeyleri
PBS + Tween 20 ile hafifge 1slatildi. Konjugat titresi oraninda ( 1/30) PBS + Tween 20 ile
sulandinlarak tiim gozlere 0.2 ml olacak sekilde dagitildi. Daha sonra shaker’a alinarak 1

“saat siireyle konjugatin hiicreye adsorbsiyonu igin beklendi. Bu siirenin sonunda konjugat
gozlerden uzaklastirildi. Hiicre yiizeyleri 3 kez PBS+Tween 20 ile yikandiktan sonra her
g6ze 0.2 ml substrat ilavesi yapildi. Substrat olarak 4.7 ml Na asetat + 0.3 ml Aminoetil
Karbazol — Dimetil formamiol + 2 damla H,O, karigimu kullanidldi. 20-25 dk sonra doku
kiiltiirli mikroskobunda pozitif olarak kabul edilen kahverengimsi-kirmizi boyanmalarin

olup olmadig kontrol edildi. ‘

3.14. Serolojik Testler

3.14.1.Serum Ndotralizasyon (SN) Testi

Test Frey ve Liess ( 1971)’in bildirdikleri yonteme gore yapildi. Gebe inekler, bu
ineklerin dogumu sirasinda kendilerinden ve prekolostral buzagilarindan, dogumu takiben
ortalama 3 ay iginde buzagilardan tekrar alinan kan serumu Orneklerinin her biri igin 96
gozli mikropleyt iizerinde ikiser g6z ayrildi. Her bir serum 6rneginden 10’ar pl alinip
Onceden gozler ilave edilen 40 pl vasat iizerine konuldu, Tiim gozlere titresi oraninda
sulandirilmis virustan 50°ser ul ilave edildi. Inkubasyon igin 1 saat 37 °C etiivde

bekletildi. Bu siirenin sonunda tiim gozlere 3x10° hiicre/ml olacak sekilde sulandiriimis
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FDB hiicresinden 6zel pipet yardimiyla 0,05 ml damlatildi. Pleytler, 37°C’lik CO;’li etiive
kaldinldi. 5.giinde hiicrelerde meydana gelen sitopatolojik degisiklikler doku kiiltiirii

mikroskobunda incelenerek sonuglar degerlendirildi.

3.14.2. Pozitif Serumlarin Serum Notralizasyonsg (SNsg ) Testi

Mikronétralizasyon testinde, pozitif olarak tespit edilen serumlar SNsy testine tabi
tutuldu. 96 g6zlii mikropleytte her serum igin iki gbz ayrildi. Serumlarin 1:5°ten baglayarak
1:10, 1:20, 1:40, 1:80, 1:160 olmak iizere 6 basamakl sulandirmalar1 gergeklestirildi. 11k
gozlere 0,1 ml 1:5 serum sulandirilmas: yerlestirildikten sonra takip eden 5 sulandirma
basamagi igin goézlere 0,05 ml hacimde ELA+EMEM + %5 FDS karisimindan konuldu.
Cok kanalli pipet yardimiyla 1:5°lik sulandirmadan alman 0,05 ml hacimdeki serum
sulandirmas: diger goézlerdeki vasatlarda sirayla sulandinldiktan sonra 6. sulandirma
basamagindan (1/160) 0,05 ml disariya atildi. Sulandirma igleminden sonra tiim gdzlere
titresi bilinen virustan (100 DKIDsq 10/ 0,05 ml) 0.05ml damlatildi. 370Clik CO,’li
etiivde 1 saat inkubasyona birakildi. Bu siirenin sonunda tiim gozlere 3x10° hiicre/ml
olacak sekilde ELA+EMEM + %5 FDS ile sulandirilmis FDB hiicre siispansiyonundan
0.05 ml 6zel pipet yardimiyla damlatildi. 37°C’lik CO,’li etiivde inkubasyona birakildi.
Tim gozler doku kiiltiirli mikroskobunda incelenerek 5. giiniin sonunda olusan
sitopatolojik degigiklikler tespit edildi. Virusu %50 oraninda nétralize eden serum

sulandirmalar1 Kaerber (1964) metoduna gore hesaplandi.
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4. BULGULAR

4.1. Virus Uretilmesi

BVD-MD virusunun cp susu olan NADL'in FDB hiicre kiiltiirlerine inokulasyonu
sonucu 1. giinde ve 3.giiniin sonunda hiicrelerde tipik CPE olusturdugu gézlendi (Resim 2
ve Resim 3).

BVD-MD virusunun ncp susu olan 0712 de FDB hiicre kiiltiiriine inokule edildi. 3

giinliik bir inkubasyon stiresi sonucu virus elde edildi.

4.2. Viruslarm Titresi

BVDV’unun NADL susunun FDB hiicre kiiltlirinde mikrotitrasyon yontemivie
yapilan titrasyonunda enfeksiyozite giicii DKIDso = 107°/0,1 ml olarak hesaplandi. 0712
susunun enfeksiyozite giicii DIF testi ile DKID::= 10*°/0,1 ml olarak tespit edildi.

4.3. Konjugatlarin Titresi

FITC konjugatin titresi 1000 DKIDs¢/0.1 ml oraninda sulandiriimig 0712 susu ile
yapilan DIF testi sonucunda 1/30 olarak tespit edildi.

Peroksidaz konjugatin titresi 1000 DKID:- /0.1 ml oraninda sulandirilmig 0712 susu
ile yapilan DPLA testi sonucunda 1/30 olarak tespit edildi.

4.4. Direkt Immunfloresans Testi Sonuglar

Orban ve ark. (1983)’nun, bildirdigi metoda gore CCSC sisteminde gergeklestirilen
bu testte virus kontrol pozitif (Resim 4) ve hiicre kontroliin negatif olmasina ragmen,
islenen toplam 248 adet 16kosit numunelerinde viral antijen yoniinden pozitif sonug elde

edilemedi.




4.5. Direk Immunperoksidaz Testi Sonuglari

Hyera ve ark. (1987), bildirdigi yonteme gore yapilan testte toplam 248 adet 16kosit
numunesinin FDB hiicre kiiltiirlerinde yapilan pasajlar1 sonucu elde edilen 1. pasaj sivilart
24 gozlii pleytlerde BVDV antijenleri yoniinden kontrol edildi. Virus kontroliin pozitif
(Resim 5) ve hiicre kontroliin de negatif olmasina karsin, incelenen 16kosit numunelerinde

viral antijen yoniinden pozitif bir sonug elde edilemedi.

4.6. Serum Notralizasyon Testi Sonuglari

Gebe hayvanlardan alinan serum numunelerinin hepsi nétralizasyon testi ile
BVDV’una kars1 olusan antikorlar yoniinden pozitif olarak tespit edildi. Dogumu takiben
prekolostral buzagilardan alinan kan serumlarindan 7 tanesi pozitif, 55 tanesi negatif
olarak tespit edildi. Dogumdan sonra ortalama 3 ay ic¢inde Orneklenen buzagilarin kan

serumlarinin hepsi pozitif olarak tespit edildi. (Tablo 4)

4.7. Pozitif Serumlarin Serum Notralizasyon so (SNsg) Testi Sonuclar:

Pozitif olarak tespit edilen hayvanlarin serumlari1 SNsg testine tabi tutuldu.
Calismada pozitif serumlarin SNsp degerlerinin dogumdan Once Orneklenen gebe
hayvanlarda 1/7,5- 1/160< arasinda, dogum sirasinda tekrar Orneklenen annelerde
1/7,5 — 1/160< arasinda, dogum sirasinda kolostrum almadan 6rneklenen buzagilardan
pozitif olarak tespit edilen 7 tanesinin de 1/20 — 1/120 arasinda, dogumdan sonra ortalama
3 ay i¢inde 6rneklenen ayni buzagilarda ise 1/5 — 1/60 arasinda oldugu tespit edildi. Elde
edilen sonuglar tablo 1, 2, 3 grafik 1 ve grafik 2°de gosterilmistir.

31




£ T TV
At LR
’*g“;:) iz SEE cheps =i
. :
1
;
"f{‘
N
E

Resim 2. BVDV NADL sugunun FDB hiicre kiiltiiriinde 1. giinde meydana getirdigi CPE (x100)
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Resim 3. BVDV NADL sugunun FDB hiicre kiiltiiriinde 3. giinde meydana getirdigi CPE (x100)

Resim 4. Floresans mikroskopta BVDV 0712 sugu virus kontrol (x200)
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Resim 5. immunperoksidaz testinde BVDV 0712 susu virus kontrol (x200)
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Tablo 1. Orneklenen gebe hayvanlarin ve buzagilarinin serum nétralizasyon testi
sonucu tespit edilen SNgg degerleri.

~ DOGUM DOGUM ANI DOGUM SONRAS! YAVRU
ONCESi ANNE
HAYVAN ANNE i YAVRU
NO :

1 1/160< 1/80 0 1/80
2 1/160< 1/160< 0 1/120
3 1/20 1140 0 1/40
4 1/160< 17120 0 1/60
5 1710 1160 1/20 1/60
6 1/160< 1/160 0 1/120
7 1/160 17120 | 0 7.5
8 1/20 7.5 ' 0 1/5
g 115 1/160 1140 1/120
10 1/160< 1/160s 1 0 1/80
11 1/160< 1/160< 0 1/160
12 1/160 1/120 0 1/120
13 1/160< 1/20 0 1/15
14 1/160< 1/30 i 0 1115
15 1/160< 1/160s { 0 17160
16 1/160 1/160s 0 11160
17 1/40 1/60 0 1/40
18 1/20 1120 0 115
19 1/30 1/30 0 1130
20 1/60 1/60 0 1/60
21 1/80 1/160s 0 1/160
22 1/20 1/60 0 120
23 1/120 11160 0 1/120
24 1/60 1/60 0 1/40
25 1/10 1/160 1/80 11120
26 1/160 1/80 0 1/80
27 1/160 1160 0 /40
28 1/160 1/120 ! 0 1/80
29 1/160 111605 i 0 1/160
30 1/160< 1/160g 0 1120
31 1/20 1120 0 1/10
32 1/160 1/60 0 1/60
33 175 1/60 0 1/60
34 1/40 11120 0 1/120
35 1/40 1/60 i 0 1/40
36 1/20 7.5 0 1/5
37 1/10 1/160 0 1/80
38 1/20 1/160 ' 0 1/160
39 1/20 1/60 ! 0 1/20
40 1140 1/120 0 1/120
41 1/160< 1/160 0 1/160
42 1/160 1/20 0 1/20
43 1/10 1/15 0 1/15
44 1/40 1/60 0 1/60
45 1/160< 1/160< 0 1/160
46 1/160< 1/40 0 1/40
47 1/40 1/120 0 1/60
48 1/20 1/60 1140 1/40
49 117.5 1120 0 1/15
50 1/10 1/160 0 1/120
51 110 1110 0 1/10
52 175 17.5 0 1/7.5
53 1/10 1/160 17120 1/160
54 1/10 1/160 0 1/120
55 110 1160 1/20 1/40
56 1/10 1/160 . 1/80 11120
57 1/80 1130 ; 0 1/20
58 1/160< 1/80 : 0 1/40
59 1/160< 1/7.5 1 0 175
60 1/160< 1/160 0 1/160

. 61 1/160< 1/30 0 1710
62 1/160% 1/40 | 0 1/20
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Tablo 2. Orneklenen hayvanlardan seropozitif bulunan prekolostral buzagilarin
dogum ani ve ortalama 3 ay i¢cindeki SN titreleri

Hayvan No ) Dogum Dogum ani Dogum sonrasi

oncesi anne Anne Yavru yavru
5 110 1/60 1/20 1/60
9 1/15 1/160 1/40 1/120
25 110 1/160 1/80 1/120
48 1/20 1/60 1/40 1/40
53 110 1/160 1/120 1/160
55 1/10 1/60 1/20 1/40
56 110 1/160 1/80 1/120

Tablo 3. Dogum Aninda Seropozitif Bulunan Buzagilarin Ortalama 3 ay Icindeki

Ornekleme Zamanlari

Hayvan No Ornekleme Zamani (Ay)

5 2,5
' 9 3
25 2
48 1
53 3

55 1,5
56 2




Tablo 4. Dogum Aninda Seronegatif Bulunan Buzagilarin Ortalama 3 ay Igindeki
Ornekleme Zamanlar

Buza@ No Ornekleme Zaman Buzag No Ornekleme Zamani
(Ay) (Ay)
1 1 32 1.5
2 1.5 33 1.5
3 1 34 2
4 | 35 1
6 1.5 36 1
7 1 37 1
8 1.5 38 3
10 1 39 1.5
11 3 40 1
12 2 41 2.5
13 1 42 1
14 1 43 1.5
15 3 44 2
16 3 45 3
17 1.5 46 1
18 1.5 47 1
19 2 49 1
20 2 50 2
21 2.5 51 1
22 1 52 1.5
23 2 54 2
24 1.5 57 1
26 1.5 58 1
27 1 59 2
28 1 60 3
29 2.5 61 1
30 2 62 1

31
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SN50 Degerleri
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Grafik 1. Dogumdan énce (Anne1) ve dogum aninda (Anne2) érneklenen gebe inekierin SN50 degerleri
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5. TARTISMA VE SONUC

BVD-MD tiim diinyada yaygindir ve sigir yetistiriciliginde 6nemli ekonomik
kayiplara sebep olmaktadir (Grooms ve ark. 1998, Radostits ve Littlejohns 1988).
Enfeksiyon; depresyon, ates, hafif diyare, gegici leukopeni ile karakterizedir (Radostits ve
Littlejohns 1988).

BVDV’unun ncp biyotipi ile gebeligin gesitli dsnemlerinde enfekte olan seronegatif
gebe sigirlarda virus fotusu gebeligin donemine bagli olarak gesitli sekillerde
etkilevebilmektedir. Olugan fotal lezyonlar, konjenital anomaliler (Kahrs ve ark. 1980.
Duffel ve Harkness 1985, Baker 1987, Brownlie ve ark. 1998) abort (Casaro ve ark.1971.
Baker 1987, Moennig 1990, Carman ve ark. 1998) mumifikasyon (Moermann ve ark.1994.
Weiss ve ark.1994, Liess 1990) beyin ve goz lezyonlan ( Straver ve ark. 1983, Jubb ve
ark.1985, Hewicker-Trautwein ve Trautwein 1994, Hewicker-Trautwein ve ark. 1993,
‘Hewicker-Trautwein ve ark 1995) ve persiste enfekte buzagi dogumu (Liess 1983,
Moenning 1990, Liess 1990, Moermann ve ark. 1994, Weiss ve ark. 1994, Bruschke ve
ark.1998) olarak ifade edilmektedir.

BVDV’unun ncp biyotipi ile gebeligin 120. giiniinden 6nce yani f6tus heniiz antijeni
tanivacak diizeyde yeterli immun yanit olusturma yetenegine sahip degilken enfekte olan
hayvanlar, persiste enfekte buzagilar diinyaya getirmekte ve bu hayvanlar 6miir boyu virus
kaynagi olarak siiriiler i¢gin enfeksiyon riski olusturmaktadirlar. Bu pozisyondaki buzagilar
yasamlarmnin ilerleyen donemlerinde annelerinden aldiklar1 ncp biyotipin homologu cp bir
biyotiple enfekte olurlarsa, MD gelisebilmekte ve kisa siire icinde Olebilmektedirler
(Schultz 1973, Brownlie ve ark. 1987, Deregt ve Loewen 1995, Thur ve ark. 1997).

Gelferd (1991), Dogu ve Giineydogu Anadolu bélgesinde BVDV’u lizerine yapus
bir ¢aligmada bélge sigirlarmin BVDV’a karsi olusan antikor yoniinden pozitifliklerini
ortalama %74 olarak belirledigini ifade etmistir.

Alkan (1989), artrogrippotifoza ve hidranensefali’li buzagilarda BVDV’unun rolii
iizerine yapmis oldugu ¢alismasinda, BVDV’unun artrogrippotifoza ve hidranensefali’li
buzaglarin dogumundan sorumlu olabilecegini bildirmigtir.

Ozkul (1992), gebe sigirlarda ve bunlarin buzagilarinda BVDV’unun transplasental
enfeksiyonu sonucu olusan etkiler hakkinda yapmis oldugu ¢aligmasinda, BVDV unun
transplasental aktarimini ve ftusun gesitli organlanna (bdbrek, dalak, akciger) yerlesen
virusun antijenlerini tespit ederek, BVDV enfeksiyonun anneden f6tusa bulastigini rapor

etmistir.
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Simsek (1994), BVDV ile persiste enfeksiyon arastirmak {izere test ettigi 142 adet
saghikli hayvandan elde ettigi 16kosit numunelerini DIFT ile kontrol ederek 2 adet akut
enfeksiyon belirledigini bildirmistir.

Arastirmada 6zel bir siit sigin isletmesinde bulunan ¢esitli gebelik dénemlerindeki.
62 adet sigirdan virus izolasyonu amaciyla EDTA’] tiiplere, antikor tespiti i¢in normal
tiplere kan Ornekleri alindi. Gebelik siireleri boyunca igletme veterinerleri il
komiinikasyon saglanarak hayvanlarin klinik durumlar1 ve abort olup olmadig: konusunda
bilgi alindi. Aymi hayvanlarin dogumlari sirasinda hem anne hem de prekolostral
buzaglardan virus izolasyonu amaci ile EDTA’h tiiplere, antikor tespiti i¢in de normal
tiiplere kan &rnekleri alindi. Konjenital anomalili ya da normalden zayif buzagilann olup
olmadig: kontrol edildi. Annelerden ikinci drneklemenin amaci birinci 6rnekleme sirasinda
virus va da antikor negatif bir hayvan varsa bu durumun dogum anina kadar devam edip
etmedigini tespit etmekti. Prekolostral buzagilan &rneklemenin amaci ise efer varsa
seronegatif annelerin BVDV’unun ncp biyotipi ile enfekte olmasi halinde fotusa olan
etkileri, fétusun immunolojik durumuna gore olugturacagi antikorlan belirlemekti.
Buzaglardan ortalama 3 ay iginde tekrar hem virolojik hem de serolojik amagh kan
orneklerinin alinmasimin sebebi ise dogumdan sonra ortalama 3 ay iginde hayvanlarin virus
yoniinden tetkiki ve kolostrum almadan 6nce ve aldiktan sonra antikor titrelerinin tespiti ve
karsilastinimasidir.

Calismada BVDV’unun FDB hiicre kiiltiirlerindeki antijen varlifini belirlemek amac:
ile DIF ve DPLA testleri kullamilmugtir. Cesitli arastiricilar (Meyling 1984, Anjaria 1985.
Kotwal ve ark. 1985, Alkan ve Burgu 1993. Burgu ve Ozkul 1993, Karaoglu 1996,
BVDV "unu aragtirmak tizere DIF ve DPLA testlerini kullanarak yaptiklar1 ¢alismalarda her
iki testin de paralel sonuglar verdigini ifade etmislerdir.

Meyvling (1984), calismasinda BVDV'u izole etmek amaciyla 132 adet Idkosit
Omeklerini DIF ve PLA testlerine tabi tutmus ve her iki test ile kontrol ettigi 6reklerden
126 tanesinin pozitif oldugunu bildirmig, DIFT ve PLA’nin birbiri ile uyumlu testler
oldugunu ifade etmisgtir.

Anjaria (1985), kuduz virusunu kullanarak yaptigi ¢aligmasinda DIFT ve DPLA’nin
paralel sonuglar verdigini bildirmistir. Benzer bir ¢alisma Kotwal ve ark (1985) tarafindan
gergeklestirilmigtir. Aragtiricilar kuduzun teshisi amaciyla DPLA, DIFT ve Sellers boyama
yontemlerini kullanmiglar, DIFT ve DPLA 'nin Sellers boyama ydnteminden daha duyarl:
oldugunu ifade ederek DIFT’ndeki uygulama ve degerlendirme dezavantajlarindan dolayvi

DPLA testinin DIFT nin yerini alabilecegini belirtmislerdir.




Karaoglu (1996), sindirim veya solunum sistemi enfeksiyonu semptomlar1 gosteren
183 adet sigira ait gaita, 16kosit ve serum numunelerinin hiicre kiiltiirii pasajlar1 sonucunda
elde edilen 1. pasaj sivilarint DPLA testine tabi tutmus ve 3 adet 16kosit numunesinden
BVDV antijenini tespit ettigini bildirmistir. Ayn1 arastirict bu 3 numunenin 1. pasaj
sivilarint- DIF testine tabi tutarak ayni sonuglan elde ettigini ifade etmistir. Karaoglu
(1996), aym ¢alisma i¢inde daha 6nceden Alkan ve Burgu (1993) tarafindan DIF testi ile
antijen pozitif olarak tespit edilen 5 izolata ve Burgu ve Ozkul (1993) tarafindan yine DIF
testi ile antijen pozitif olarak tespit edilen 12 izolata DPLA testi uygulayarak ayni
sonuglari elde ettigini ifade etmistir.

Calismada BVDV’u tespit etmek amaciyla gebeligin ¢esitli donemlerindeki 62 adet
inekten, ayn1 hayvanlarin dogumlar sirasinda hem anne hem de prekolostral buzagilardan
ve dogumdan sonra ortalama 3 ay i¢inde ayni buzagilardan tekrar alinan toplam 248 adet
lokosit numunesinin FDB hiicre kiiltiiriinde gergeklestirilen pasaji sonucunda elde edilen 1.
pasaj sivilarinin DIFT’ne tabi tutulmalar sonucu virus antijen varlifi belirlenememistir.
Ayn1 numuneler DPLA testine tabi tutularak DIFT’ne paralel sonuglar elde edilmistir. Hem
DIFT hem de DPLA testinin uygulanmasi sirasinda virus kontrol olarak ayrilan gézlerde
pozitif sonuglar elde edilmis, hiicre kontrol olarak ayrilan gézlerde herhangi bir degisiklik
gozlenmemigtir.

Ozkul (1992), 50 adet gebe inek ve fotuslarinda yaptigi caligmasinda sadece 1
anneye ait 15kosit numunesini BVDV antijeni yéniinden pozitif olarak degerlendirmistir.
Aragtirict (1992), bu annenin 6rneklemesi sirasinda akut-gegici veya persiste bir vireminin
varligim gosterebilecegini ifade etmis, 6meklenen hayvanlarin kisa stirede kesilmeleri
nedeniyle ikinci kez 6rnekleme yapilamamasi akut veya persiste bir enfeksiyonun sonucu
olup olmadigimin belirlenememesine neden oldugunu bildirmistir. Ozkul (1992)’un
bulgulan 1s18inda g¢aliymada dogumdan 6nce ve dofumu takiben orneklenen annelerin
BVDV antijeni yoniinden negatif olarak tespit edilmesinin nedeni hayvanlar1 6rnekleme
sirasinda akut-gecici ya da persiste bir enfeksiyona sahip olmamalarindan kaynaklandig:
diigtiniilmustiir.

Alkan (1989), tarafindan yapilan bir c¢alismada 6’s1 kor buzagilara, 4’ kor
buzagilarin annelerine ait l6kosit 6rneklerinde olmak iizere 10 adet cp BVDV, biri kér bir
buzagiya, diger ikisi ise abort yapmis ve kor buzagi dogurmus annelere ait 16kosit
omeklerinde olmak iizere 3 adet ncp BVDV izole etmistir. Alkan (1989), caligmasi
dahilinde 6mekledigi ve BVDV antijeni yontinden negatif olarak tespit ettigi 15 ve 28 nolu

annelerin antikor titresini sirasiyla <1/5 ve 1/160 olarak tespit etmistir. Her iki anneye ait



buzag BVDV antijeni ydniinden pozitif olarak tespit edilmistir. Annelerin gebeligin erken
donemlerinde yani fotus heniiz immunkompetans degilken virusla enfekte olduklar
arastirici tarafindan ifade edilmigtir.

Bu ¢aligmada annelerin antikor titrelerinin oldukga yiiksek olmasi ve dogumu
takiben prekolostral buzagilardan yapilan 6meklemenin virus negatif olmasi annelerin
virusla gebelikten 6nce enfekte olduklarini gstermektedir. Gebelik sirasinda virusla ikinci
kez karsilagsalar bile birinci enfeksiyonu takiben geligen nétralizan antikorlar hayvanlan
enfeksiyona karsi koruyacak ve gebeligin erken déneminde bile olsa virusun fStusa gegisi
engellenecektir. Dogumu takiben buzagilarin annelerinden aldiklari kolostrumla maternal
antikorlar buzagilara aktarilmis ve drekleme siiresi i¢inde — ortalama 3 ay — bu antikorlar
buzaglart BVDV enfeksiyonuna karst korumustur.

Bu ¢alismada BVDV’una kars1 olusan antikorlar belirlemek amaciyla SN testi
kullanilmigtir.

Houe ve Meyling(1991) Danimarka’da 19 siit¢ii sigir siiriisiinde 2570 adet serum
6megi toplamiglar ve tiim hayvanlarin %60’ indan fazlasimn BVDV yéniinden seropozitif
oldugunu bildirmislerdir. Bolin ve ark.(1985) 66 siiriiden topladiklari 3157 sifir serum
ormegine uyguladiklari SN testi sonucunda %89 oraninda seropozitif hayvan tespit
ettiklerini ifade etmiglerdir.

Calismada, orneklenen siiriideki gebe annelerin BVDV yoniinden SN testi ile
antikor taramalari sonucu biitin gebe anneler BVDV yéniinden seropozitif olarak
belirlenmistir. Dogumdan 6nce 6reklenen 62 adet gebe inegin SN testi sonucunda antikor
titrelerinin 1/7,5 — 1/160< arasinda degistigi tespit edilmistir. Tlim hayvanlarin seropozitif
olmas: isletmedeki hayvanlarin, diger enfeksiyonlara karsi hazirlanan doku kiiltiirii
asilanyla asilanmalari, nazal akinti, suni tohumlamada kullanilan spermalar, idrar, gaita,
gdzyas: akintisi, kan, siit, kan emici sinekler, veteriner hekimler ve kullandiklan
malzemeler v.s. vektorlerden herhangi birisi ile kontamine oldugunu géstermektedir.

SN testi, BVDV’una karst olusan antikorlari belirlemek amaciyla gesitli
arastincilar tarafindan yaygin olarak kullaniimaktadir. Alkan (1989) tarafindan yapilan
¢alismada pozitif bulunan serumlarin bilyiikk bir kismu 1/40 ve daha yiiksek oranlarda
notralizan aktivite gostermistir. Gelferd (1991) tarafindan Dogu ve Giineydogu Anadolu
bélgesinde yapilan bir ¢alismada, BVDV yoéniinden seropozitif olan hayvanlarin(1/40 ve
lizeri antikor igeren) ortalamas1 %74 olarak belirlenmistir. Ozkul (1992), yaptig1 ¢alismada
seropozitif olarak belirledigi 40 adet hayvandan 33 tanesinde nétralizan antikor titresini

1/30 ve daha yiiksek olarak belirledigini ifade etmistir. Simgek (1994), seropozitif olarak




belirledigi 113 hayvanin 73 adedindeki nétralizan antikor titresini 1/39,8 ve daha
yliksek oranlarda oldugunu tespit etmistir. Karaoglu (1996), Ceyhan ve Acipayam’daki
kapali isletmelerde drneklenen sigirlarin tamamini (%100) seropozitif olarak belirlerken,
Akyurt’taki Ozel isletmeden Ornekledigi hayvanlarin %89,5’ini, Cubuk mezbahasinda
orneklenen sigirlarin ise %92,5’ini seropozitif olarak belirledigini ifade etmistir. Bu
aragtirmada ise; 62 adet gebe anneden %100 oraninda seropozitiflik tespit edilirken 35’inin
1/40 ve lizerinde antikor titresi gdsterdigi tespit edilmistir. Caligmada annelerde tespit
edilen antikor titreleri Tiirkiye’de daha énce BVDV’u iizerine yapilan ¢alismalarda elde
edilen sonuglarla paralellik géstermektedir

Caligmada dogumu takiben hemen Orneklenen prekolostral buzagilardan biiyiik bir
kismui seronegatif olarak tespit edilmistir. Prekolostral buzagilardan seropozitif olan 7
adedinin antikor titreleri 1/20-1/120 arasinda tespit edilmistir (Tablo 2). Casaro ve ark
(1971), gebeligin cesitli donemlerinde bulunan 26 siirla yaptiklan bir galismada
gebeligin 168. giiniinden daha sonraki dénemlerde bulunan 5 adet fStusu intraperitoneal ya
da intramuskuler yolla direkt olarak BVDV’u ile enfekte ettiklerini ve fotuslardan 1
tanesinde antikor gelismezken 4 tanesinde tespit edilen antikor titrelerinin gebeligin 190.
gliniindeki fotusta 1/3, 240. giiniindeki fotusta 1/1.450, 210. giiniindeki fotusta 1/2.048,
280. giiniindeki fotusta 1/4.096 oldugunu belirtmislerdir.

Classick ve Fernelius (1970), gebeligin son déneminde bulunan 4 yash bir
seronegatif sigir1 BVDV’u ile enfekte etmigler, dogumu takiben prekolostral buzagidan
aldiklar1 serum 6rneginde yiiksek titrede notralizan antikor tespit ettiklerini bildirmislerdir.

Brown ve ark (1979), 32 adet gebe siginn gebeliklerinin 150. ve daha 6nceki
giinlerinde BVDV’u ile enfekte etmisler ve cerrahi yontemlerle f6tuslar1 elde etmislerdir.
Aragtinicilar 150. giinde enfekte ettikleri 4 adet buzaginin sezeryan ile ahm giinlerini ve

olusan nétralizan antikor titrelerini agagidaki gibi belirtmiglerdir:

Sezeryan Giinii Antikor Titresi
206 1/128
219 1/256
232 1/32
290 1/64

Kendrick (1971), gebeligin 40-235. giinlerinde BVDV’u ile enfekte edilen

sigirlardan dogan buzagilara ait 17 prekolostral serum numunesinin 12 tanesinde nétralizan
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antikor belirlemistir. En erken nétralizan antikor olusturma siiresini Kendrick (1971) 93.
giin olarak , Casaro ve ark. (1971) 168. giin olarak belirlediklerini ifade etmislerdir.

Orban ve ark (1983), gebeligin 190-265. giinleri arasinda bulunan seronegatif 36 adet
sigin canli BVDYV asisi ile agiladiktan sonra dogan buzagilardan kolostrum almadan 6nce
serum Ornekleri alarak 34 tanesinde 1/80 ile 1/216 titre arasinda nétralizan antikorlar tespit
ettiklerini bildirmiglerdir. Arastiricilar 2 adet buzagida BVDV’una karsi antikor tespit
edememigsler, buzagilarin annelerini dogumdan 64 — 73 giin 6nce asiladiklan i¢in asi
virusunun plasentayr gegmedigini kabul etmislerdir. Aym arastiricilar seropozitif olan 48
adet gebe sigirt canli BVDV agisi ile agillamislar ve buzagilarin 44 tanesinde nétralizan
antikor belirlenemezken, 4 tanesinde 1/20 — 1/180 titrede noétralizan antikorlar tespit
ettiklerini ifade etmiglerdir.

Yukarida bahsedilen BVDV’unun gebe anneden fétusuna gegisiyle ilgili ¢alismalarda
(Classick ve Fernelius 1970, Kendrick 1971, Casaro ve ark. 1971, Brown ve ark. 1979,
Orban ve ark. 1983) gebeligin 120. giiniinden sonra gelisen fotal immun cevabin sonucu
olarak, sezeryanla aliman ya da normal dogan buzagilardan yapilan prekolostral
drneklemelerle fotusun immun yetenegine ve virus miktarina bagh olarak gesitli oranlarda
antikor titreleri tespit edilmistir. Bu aragtirma ile , Brown ve ark.(1979) ve Casaro ve
ark.(1971)'nin yaptiklar1 galigmalar Omekleme zamani olarak paralellik gdstermesine
ragmen f6tuslarin antikor titreleri farkl oranlarda tespit edilmigtir. Orban ve ark.(1983)'nin
48 adet seropozitif gebe sigirla yaptiklani galisma sonucunda dogan 4 adet seropozitif
buzagidan prekolostral 6rneklemeyle elde ettikleri antikor titreleri ile (1/20 — 1/180) bu
galigmada 7 adet seropozitif prekolostral buzagida tespit edilen antikor titreleri (1/20 —
1/180) uyumlu bulunmustur.

Calismada dogumu takiben 3 ay i¢inde 6rmeklenen buzagilarin hepsinin seropozitif
olmas: kolostrumla aktarilan maternal antikorlara baghidir. Dogumdan 6nce ve dogum
sirasinda antikor titreleri yiiksek olan annelerin -kolostrumla aktarilan maternal antikorlara
bagl olarak- buzagilarinin da antikor titreleri viiksek bulunmustur. Palfi ve ark (1993
yaptiklan bir ¢aligmada, 11 adet persiste enfekte buzagi ve 1 adet immunkompetans
buzagnvi BVDV’u ve BVDV antikorlan yoniinden arastirmiglardir. Arastiricilar persiste
enfekte buzagilarin hepsinde virus tespit ederken immunkompetans buzagida virus
tespit edemediklerini  bildirmiglerdir. 20 hafta siiren aragtima periyodunda
immunkompetans buzaginin antikor titresi 1/1024 olarak belirlenirken 4. haftada 1/512, 8.
haftada 1/96, 12. haftada 1/48, 18. haftada ise 1/32 olarak belirlediklerini ayrica maternal
antikorlarin buzagiyr 18 hafta boyunca korudugunu ifade etmislerdir. Bu g¢alismada




kolostrum aldiktan sonra 6rneklenen buzagilarm antikor titreleri 1/5-1/160 arasinda tespit
edilmistir. Dogum aninda seropozitif bulunan buzagilarin 6rneklenme zamanlari Tablo 3’te
gosterilmistir.

Yapilan ¢alismada dogumu takiben kolostrum alan buzagilardan ilk 3 ay iginde
belirlenen nétralizan antikor titrelerinde maternal antikorlarin rolii biiyiiktiir. Bu anlamda
elde edilen sonuglar Palfi ve arkadaslarinin ¢aligmasi ile paralellik gostermektedir.

Bu ¢alismada, gebe sigirlarin BVDV’u yoniinden virolojik ve serolojik tetkikleri ile
gebelik donemine bagli olarak enfeksiyonun fotusa aktarilmasi ve fotusun yasina bagh
olarak gosterdigi tepkilerin ve olusan anormalliklerin saptanmasi, dogumu takiben
prekolostral drneklemelerle buzagilarin -annelerin etkilenme yaglarina gore serolojik ve
virolojik pozisyonlar: incelenerek ilk 3 ay igindeki durumlar1 belirlenmistir. Dogum aninda
seronegatif bulunan buzagilarin 6rekleme zamanlart Tablo 4’de gosterilmistir. Yiiksek
antikor titresine sahip annelerden dogan seronegatif buzagilarm dogumu takiben ilk 3 ay
icindeki 6reklemelerinde tespit edilen antikor titreleri annelerinden aldiklari, kolostrumla
gegen maternal antikorlara bagli olarak 1/5-1/160 titrelerinde tespit edilmistir.
Buzagilardan 24’ dogumu takiben ilk 1 ay, 12’siilk 1.5 ay, 10’u ilk 2 ay, 3t ilk 2.5 ay ve
6’sida 3. ayda omeklenmigtir. Yiiksek antikor titresine sahip annelerin buzagilarininda
antikor titreleri yiiksek bulunmustur. Dogumdan sonra ilk 3 ay ic¢inde Orneklenen
buzagilarda viral antijenlerin belirlenememesi, buzagilarin bu siire zarfinda BVDV'u ile
enfekte olsalar bile kolostrumla aldiklari maternal antikorlar tarafindan korunmalarina
baglanmustir.

Toplam 248 adet numune BVDV’u tespit etmek tizere DIF ve DPLA testleri
kullanilarak test edilmigtir. Testlerin sonucunda virus izole edilememistir. BVDV’una kars:
olusan antikorlar1 tespit etmek amaciyla uygulanan SN testi sonucunda annelerde her iki
Ormeklemede de %100 seropozitiflik tespit edilmigtir.

Dogum aninda seropozitif olarak tespit edilen 7 adet buzaginin annelerinin dogum
oncesi dmeklemelerinde antikor titreleri (1/10-1/20) arasinda tespit edilmistir. Seropozitif
olan buzagilarin annelerinin ilk 6rneklemesi gebeligin 6.-6,5. aylarinda gergeklestirilmistir.
Yedi annenin gebelikleri esnasinda gergeklestirilen 6rneklemelerinde antikor titreleri diisiik
seviyede tespit edilmesine ragmen dogum aninda gergeklestirilen 2. 6rneklemede antikor
titreleri oldukga yiiksek (1/60-1/160) bulunmugtur. Bu sonug; 7 adet buzaginin annelerinin
gebelikten daha 6nce BVDV’u ile enfekte olduklarint ve birinci drnekleme anina kadar
notralizan antikor seviyelerinin diistiiglinii gostermektedir. Dogum aninda tekrar

o6meklenen annelerin antikor seviyelerinin birinci 6rneklemeye goére yliksek bulunmast bu
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iki periyot arasimda BVDV’u ile tekrar enfekte olduklarini gdstermektedir. Birinci
ornekleme esnasinda diisiik antikor seviyesine sahip 7 adet annenin reenfeksiyonu sonucu
virus plasentay1 gecerek fotusa ulagmugtir. Gebeliklerinin 6. — 6.5. aylarinda &rneklenen
bu annelerin buzagilarmin immun sistemi antikor olusturabildigi i¢in 7 adet buzag
seropozitif olarak dogmustur. 7 adet buzaginin prekolostral 6rneklemeleri yapilarak SN
testi uygulanmig ve antikor titreleri 1/20 — 1 120 oraninda tespit edilmistir. Prekolostral
orneklemelerinde seropozitif olan 7 adet buzaginin kolostrum aldiktan sonraki ortalama 3
ay i¢indeki 6rneklemeleri sonucu antikor titreleri 1 60 — 1/120 oraninda tespit edilmistir.
Buzagilarin nétralizan antikor seviyesindeki artis kolostrumla annelerinden aldiklan
maternal antikorlarca saglanmstir.

Dogum anindaki 6rneklemelerinde seronegatif olan buzagilarin annelerinin biiytik bir
boliimiiniin gebelik donemindeki ilk omeklemelerinde yiiksek antikor titresine sahip
olduklan1 tespit edilmistir. Bu hayvanlar BVDV'u ile reenfeksiyona maruz kalsalar bile
var olan antikor seviyeleri virusu elemine eder ve fotusa gegmesine izin vermez. Virus
fotusa ulasamadif i¢in buzag: seronegatif olarak dogar. Birinci 6rneklemelerinde diisiik
antikor titresine sahip annelerin 2. 6rneklemelerinde belirlenen yiiksek antikor seviyeleri
annelerin immun sistemleri ile ilgilidir. Zira bu annelerin prekolostral buzagilar1 SN testi
ile seronegatif olarak tespit edilmigtir. Buzagilardan hig birisinde viral antijen ve ntralizan
antikor belirlenememistir. Bir reenfeksiyon s6z konusu degildir.

Bu ¢aligmanin amaci pesiste enfeksiyonu tespit etmek oldugundan gebe hayvanlarn
biiyiik bir béliimii gebeliklerinin ilk 3. - 3,5. aylannda omeklenmistir. Bununla birlikte
orneklemesi gebeliklerinin 6. - 6,5. aylarina kadar uzayan hayvanlar mevcuttur. Gebeligin
erken donemlerinde 6rneklemenin amaci ftuslarin immun sistemlerinin yaklasik 120.
giinden sonra gelismesi ve antikor olugturabilmesidir. Immun sistemleri geligmemis olan
fotuslar antikor olugturamaz, virusu yabanci olarak tanimaz ve seronegatif olarak dogar.

Seronegatif yada seropozitif dogan tiim buzagilar kolostrum aldiktan sonra maternal
antikorlarca BVDV enfeksiyonuna kargi korunmuglardir. Ortalama 3 ay igindeki
omeklemede seronegatif buzagilarin antikor seviyeleri annelerinden aldiklari matemal
antikor titresine bagli olarak 1/7,5 — 1/160 olarak tespit edilmistir. Persiste enfeksiyonlan
ve fotusun yasmna baglt olarak virusun fGtus iizerine etkilerini belirlemek {lizere
gerceklestirilen bu galigmada annelerin ve yavrularin antikor diizeyleri de degerlendirilerek
tartisiimistir. Pasif immunitede maternal antikorlarin énemi vurgulanmistir.

Persiste enfekte hayvanlar sigir yetistiriciliginde siirekli bir enfeksiyon kaynag:

olmaktadirlar. Siirii i¢indeki gebe hayvanlara da virusu bulastirabilmekte ve transplasental
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enfeksiyonlar sonucu gebeligin donemine bagli olarak f6tusu ¢esitli sekillerde
etkilevebilmektedirler. BVDV’u ile miicadelede siiriideki PI hayvanlar belirlenerek
siiriiden uzaklastiriimalidir. Ozellikle biiyiik siirtilerde tiim hayvanlardan tek tek virus izole
etmeve calismak zahmetli ve uzun siireli bir vontemdir. Bu ylizden hayvanlarin serolojik
olarak taranmasiyla seronegatif hayvanlar tespit edilmelidir. Seronegatif hayvanlar siiriiden

ayrilmali ve BVDV antijeni yoniinden siirekli kontrol edilmelidir.
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Gebe Sigirlarda ve Bunlarin Buzagilarinda Persiste Bovine Viral Diarrhea Virus
(BVDV) Enfeksiyonunun immunfloresan ve Immunperoksidaz Testleri ile

Arastirilmasi

Aragtirmada, 6zel bir igletmede bulunan 62 adet gebe inek dogumdan once,
dogumlan sirasinda hem inek hem de prekolostral buzagilardan ve dogumdan sonra
ortalama 3 ay i¢inde buzagilardan virus izolasyonu amactyla EDTA’l tiiplere, serolojik
amagla normal tiiplere kan drnekleri alind1.

Lokosit numunelerinden virus izolasyonu amaciyla direkt immunfloresan (DIF) ve
direkt immunperoksidaz (DPLA) testleri kullanildi. BVDV’una kars1 olusan antikorlarin
tespit edilmesi amaciyla serum nétralizasyon (SN) testi kullanildi.

Gebe ineklerin ve buzagilarin tiimii birinci ve ikinci Orneklemelerde BVDV
antijenleri yoniinden negatif olarak tespit edildi.

BVDV’una kars1 olusan antikorlari tespit etmek igin uygulanan SN testi sonucunda
gebe ineklerin tiimil birinci ve ikinci 6rneklemelerde pozitif bulunurken, prekolostral
buzaglardan 7 adedi pozitif , 55 adedi negatif , buzagilarin dogumdan sonra ortalama 3 ay
icinde gerceklestirilen ikinci 6rneklemesinde ise tiimii pozitif olarak tespit edilmistir.

Dogumdan 6nce 6rneklenen gebe annelerin SNy titreleri 1/7,5 — 1/160< arasinda.
dogum sirasinda drneklenen annelerin SNsy titreleri 1/7,5 — 1/160< arasinda tespit edildi.
Dogumu takiben orneklenen ve seropozitif bulunan 7 adet prekolostral buzaginin SN,
titreleri 1/20 — 1/120 arasinda, dogumdan sonra ilk 3 ay iginde drneklenen buzagilarin SN«

titreleri 1,3 — 1/160 arasinda tespit edildi.
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Dog.Dr.Sibel YAVRU

Investigation of Persistant Bovine Viral Diarrhea Virus (BVDV) Infection at the
Pregnant Cows and Their Calves by Inmunoflourescence and Immunperoxidase

Tests

Blood samples which were collected with or without EDTA were taken from 62
prenatal pregnant cows, from both cows and precolostral calves at the time of birth and,
within approximately 3 months, from postnatal calves which were all present in a private
management in this research.

Direct immunoflourescence (DIF) and direct immunperoxidase (DPLA) tests were
used aiming virus isolation from leucocyte samples, serum neutralisation test was used to
detect antibodies against BVDV.

No viral antigen was detected in terms of BVDV from first and second blood samples
obtained both all pregnant cows and all calves.

By SN testing which was used to detect antibodies against to BVDV, while all the
pregnant cows were found to be positive after both sampling, 7 precolostral calves were
positive and 55 precolostral calves were negative all the calves, from which the second
sampling was carried out approximately during 3 months after birth, were detected as
positive.

SNy titers of the pregnant cows from which sera samples were collected before birth
were noted between 1/7,5 and 1/160<. However, SNs titers of sera taken from cows just
after giving birth were detected between 1/7,5 and 1/160<. The sera samples obtained
from 7 precolostral — seropositive calves immediately following birth, SNsq titers were
found to be between 1/20 and1/120. The samples taken from calves within 3 months after
birth SN titers were detected between1/5 and 1/160.
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